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Résumé
Introduction : La guérison cutanée est un processus auquel sont associées
plusieurs complications chez le cheval. Une meilleure compréhension des
mécanismes régissant la guérison permettrait le développement d’ approches
innovatrices pour le traitement de plaies. De récentes études d’expression
génique ont permis d’identifier les fragments d’ADNc de THBS2, SPARC et
LUM dans des plaies de 7 jours chez le cheval.
Objectif : L’objectif de cette étude était de caractériser la partie codante
complète de THBS2, SPARC et LUM de façon à analyser l’expression de
leur ARNm durant la guérison de plaies normales ou pathologiques chez le
cheval.
Hypothèse : Nous avons postulé que l’ARNm de THBS2, SPARC et LUM
seraient sur-exprimés dans des plaies thoraciques guérissant normalement
comparativement aux plaies appendiculaires qui tendent vers une guérison
retardée.
Méthodologie Le “Northem” virtuel et la mini-génothèque d’ADNc ont
permis la détermination du poids moléculaire du transcrit, le clonage de
l’ADNc et sa caractérisation par séquençage. L’expression temporelle de
l’ARNm a été analysée par RT-PCR semi-quantitatif.
Résultats L’ADNc de la partie codante du LUM et de SPARC équins a été
complètement caractérisé, tandis que celui de THBS2 l’est partiellement.
L’expression temporelle de THBS2 démontre une sur-expression aux plaies
thoraciques par rapport aux membres lors des semaines 1, 2, 3 et 6. Le
transcrit de SPARC est sur-exprimé au thorax par rapport aux plaies des
membres. Les plaies aux membres non bandés sous-expriment LUM par
rapport au thorax et aux membres bandés lors des semaines 1 et 6.
Conclusion L’expression temporelle de l’ARNm de THBS2, SPARC et
LUM ont démontré des patrons distincts. Cependant une interprétation est
difficile puisque ces gènes auraient des actions dans les trois phases de la
guérison. Des recherches sur l’expression protéique sont présentement en
cours dans le but de corroborer et expliciter nos données géniques.
Mots clés : guérison; cheval; thrombospondin-2; lurnican; SPARC;




Introduction : Wound healing is a process known to be fraught with
complications in the horse. lmproved understanding of the biochemical
mechanisms underlying repair may lead to innovative and successful
approaches to wound management. Gene expression profihing studies
recently identified THBS2, SPARC and LUM cDNA fragments in 7-day old
wounds of horses.
Objective : The objective of this study was to characterize the complete
coding sequence of THBS2, SPARC and LUM in order to analyze their
mRNA expression during normal and pathological wound healing in the
horse.
Hypothesis t It was postulated that mRNA for THBS2, SPARC and LUM
will be over-expressed in trunk wounds that heal normally compared to limb
wounds in which there is a tendency towards delayed healing.
Methodology : Virtual northem analyses and size-selected cDNA libraries
were used to determine the size of the transcript, to clone and characterize by
sequencing their respective cDNA. Thereafier, temporal expression of
mRNA was analyzed by semi-quantitative RT-PCR.
Resuits : The coding sequences of equine LUM and SPARC cDNA were
completely characterized, while a partial sequence was worked out for
THBS2. THBS2 mRNA was over-expressed in thoracic wounds at weeks 1,
2, 3 and 6 compared to limb wounds. The SPARC transcript also showed
over-expression in thoracic wounds when compared to limb wounds.
Wounds from the unbandaged limb grotip under-expressed LUM at weeks 1
and 6 compared to those from thorax and bandaged limb wounds.
Conclusion : While each gene showed a distinct pattem of expression, this is
difficult to analyze because the genes have a role in more than one phase of
repair. We have recently undertaken protein expression studies in an attempt
to explain the molecular data revealed herein.
Key words: wound healing; horse; thrombospondin-2; lumican; SPARC;
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Introduction
La guérison de plaie chez les chevaux est un processus problématique qui
génère d’importants coûts pour l’industrie équine, par l’entremise des traitements
souvent prolongés ainsi que du retrait de la compétition des animaux affectés. Les
problèmes de guérison se situent principalement aux membres, qui en réponse à une
injure, ont tendance à souffrir de nombreuses complications comme la sur
production de tissu de granulation et un retard de la contraction ainsi que de
l’épithélialisation. Ces difficultés représentent un obstacle à la fermeture de plaie,
favorisent la formation tardive d’un nouvel épithélium fragile et susceptible à une
nouvelle blessure. Cette étude a pour objectif ponctuel de contribuer à une meilleure
compréhension de la guérison normale et pathologique chez le cheval afin d’innover
les thérapies anti-cicatricielles existantes.
Il existe très peu d’information sur la fibroplasie excessive et le problème de
chronicité qui affligent les plaies équines. Il est tentant de spéculer que le succès
mitigé remarqué lors du traitement de ces complications pourrait résulter d’un
manque de compréhension du contrôle génique de la guérison chez le cheval, surtout
en ce qui a trait à la phase proliférative.
L’étude de Lefebvre-Lavoie et coil. (2005) a permis d’identifier les gènes
sur-exprimés au cours de cette phase proliférative en comparant des échantillons
provenant de plaies thoraciques âgées de sept jours à des échantillons de peau
normale, non-lésée, chez le cheval. Dans la présente étude, nous avons ciblé trois de
ces gènes, soit “thrombospondin-2” (THBS2), “secreted protein, acidic and rich in
cysteine” (SPARC) et lumican (LUM), en raison de leur présumé rôle durant le
processus de remodelage. Ainsi, nous avons caractérisé l’acide désoxyribonucléique
complémentaire (ADNc) de ces gènes de façon à analyser, par la suite, leur
expression temporelle durant la guérison cutanée normale et problématique, chez le
cheval, sur une période de six semaines.
1$
1 Récension de la littérature
1.1 Physiologie de la guérison cutanée normale
Une barrière physique, dont l’élément principal est la peau, est le premier
plan de défense contre l’envahissement par des substances de l’environnement
externe. Lorsque cet organe complexe est endommagé, sa guérison permet de
rétablir rapidement une barrière à fonction protectrice (Tizard, 2000). Toutefois,
alors qu’au plan de l’épiderme les cellules perdues seront remplacées par des
cellules de nature identique grâce au phénomène de régénération, le derme sous
jacent doit se réparer afin de rétablir la continuité tissulaire, et ce, par un tissu
cicatriciel (Theoret, 2001b). Lors de circonstances normales, la guérison de plaies
cutanées s’effectue en trois phases se chevauchant dans le temps: la phase
inflammatoire, proliférative et de remodelage (Singer et Clark, 1999).
1.1.1 Phase inflammatoire
L’inflammation qui s’exécute suite au trauma est constituée d’une réponse
cellulaire et vasculaire qui ont pour but principal de nettoyer la plaie afin que se
poursuive la guérison (Theoret, 2001a). Ce processus implique, entre autres, trois
types cellulaires importants : les plaquettes, les neutrophiles et les
monocytes/macrophages (Clark, 1996).
1.1.1.1 Les plaquettes
La principale fonction des plaquettes est d’assurer l’homéostasie en formant
et en consolidant un caillot de fibrine et de cellules qui obture temporairement
l’ouverture présente dans le vaisseau sanguin (De Martin et Theoret, 2002).
Lorsqu’elles sont activées, les plaquettes relâchent des médiateurs inflammatoires
qui modulent le tonus et la perméabilité vasculaire, attirent des cellules
inflammatoires, et provoquent la mitogénèse des cellules mésenchymateuses (Clark,
1996).
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Initialement, les plaquettes sont activées en s’adhérant aux éléments de la
membrane sous-endothéliale. Le plus souvent, la glycoprotéine lb des plaquettes
interagit avec le collagène de la membrane basale des vaisseaux sanguins par
l’intermédiaire du ‘von Willebrand factor” (VWF). Cette activité mène au
relâchement de nombreuses protéines possédant diverses fonctions régissant la
guérison (Tableau I). La fibronectine, le fibrinogène et “thrombospondin” (THBS)
agissent comme ligands induisant l’agrégation plaquettaire. La thrombine transforme
le fibrinogène en fibrine; ce dernier stabilise le thrombus en se polymérisant, ce qui
amplifie l’activation et l’agrégation plaquettaires. Ces étapes permettent la formation
d’un caillot riche en fibrine qui agira comme bouchon pour le rétablissement de
l’hémostase ainsi que de la matrice extracellulaire (MEC) provisoire pour la
migration des cellules inflammatoires puis mésenchymateuses dans les phases
subséquentes de la guérison (Clark, 1996). De plus, le caillot est un réservoir
important de cytokines, messagers intercellulaires causant la migration, la
prolifération et/ou la synthèse protéique par divers types cellulaires.
Tableau I Les facteurs de croissance dans la guérison cutanée.
Tiré du Tableau lit dans le premier chapitre de Clark (1996)
Facteur de croissance Rôle(s)
Fïbroblast growth factor -l et—2 Prolifération des fibroblastes et des cellules épidermiques;
angiogénèse
insulinlike growth factor facteur de la progression de la prolifération cellulaire
Platelet-derived growth factor Chimiotaxisme, prolifération et contraction des fibroblastes
Vascular endothelial growth factor Pennéabilité vasculaire; angiogénèse
1.1.1.2 Les neutrophiles
Le neutrophile a comme principale fonction la destruction bactérienne via la
phagocytose et des mécanismes enzymatiques, assurant ainsi un environnement
favorable à la guérison (De Martin et Theoret, 2002). Le neutrophile est également
une source importante de cytokines pro-inflammatoires comme “interleukin Ï”
(IL1), “tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2)” (TNF) et “transforming
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growth factor, beta” (TGFB). Cependant, les neutrophiles ne semblent pas essentiels
à la réparation de plaies non-contaminées (Clark. 1996).
Les neutrophiles sont les premières cellules inflammatoires à peupler les
tissus endommagés, dû principalement à leur grand nombre dans la circulation. Les
neutrophiles réussissent à y parvenir grâce à des chémoattractants induisant leur
migration (roulement) vers une région traumatisée. Ces chémoattractants
augmentent l’expression d’ intégrines à la surface du neutrophile, permettant
l’activation puis l’adhérence à la membrane endothéliale et facilitant la
transmigration des leucocytes à travers cette paroi (Clark, 1996). Par la suite, les
neutrophiles activés relâchent de l’élastase et de la collagénase qui facilitent leur
pénétration à travers la membrane basale des vaisseaux sanguins. Une fois arrivés au
site de trauma, les neutrophiles éliminent les bactéries via la phagocytose, la
digestion enzymatique et la réaction avec des radicaux libres d’oxygène. Lorsque la
plaie n’est plus contaminée, l’infiltration de neutrophiles cesse alors que les
neutrophiles déjà sur place deviennent inactifs et sont emprisonnés dans le caillot.
Lors d’infection importante, l’inflammation peut perdurer au site de la plaie, menant
à plusieurs types de problèmes de guérison (Clark, 1996).
1.1.1.3 Les macrophages
L’attraction des monocytes au site de lésion se fait par des chémoattractants
spécifiques tels les “monocyte chemoattractant protein” (MCP)-1, -2 et -3 ainsi que
par diverses cytokines et des fragments de protéines telle le collagène, l’élastine, la
fibronectine et la thrombine. Ces chémoattractants facilitent la migration des
monocytes depuis la circulation sanguine jusqu’au stroma tissulaire (Clark, 1996),
où la cellule devient mature et se nomme dorénavant “macrophage” (Tizard, 2000).
Les intégrines à la surface du monocyte/macrophage lient des protéines spécifiques
de la MEC, induisant leur phagocytose, parfois favorisée par les opsonines comme
C3b et le fragment Fc des anticorps. De plus, lorsque les monocytes adhèrent à la
MEC, ils se métamorphosent en macrophages réparateurs, qui se chargeront
d’orchestrer les phases subséquentes de la réparation (Clark, 1996).
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Les macrophages se retrouvant dans la plaie relâchent des enzymes, tels la
collagénase, qui facilitent le débridement tissulaire. L’adhérence des macrophages à
la MEC provoque l’expression d’acide ribonucléique messager (ARNm) de “colon>’
stimulating factor-1” (CSF-1), de TNf, de “platelet-derived growth factor” (PDGF).
de “j un oncogene” (JUN) et de “v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene
homolog” (FOS). CSf-1 est une cytokine clé pour la survie des monocytes et des
macrophages. Le TNF est une cytokine inflammatoire puissante, tandis que JUN et
FOS sont des facteurs nécessaires à l’activation du macrophage (Clark, 1996). Par
ailleurs, l’ARNm de TGFB est constitutivement exprimé par le monocyte, celui de
IL1 est exprimé suite à la stimulation par l’endotoxine bactérienne et celui de
“human leukocyte antigen-D-related” (HLA-DR) est exprimé suite à la stimulation
par “interferon, gamma” (IfNG). Toutes ces cytokines synthétisées par les
macrophages de la plaie gouvernent la genèse de nouveaux tissus. Alors, les
animaux présentant un faible nombre de macrophages peuvent souffrir d’une
guérison défectueuse (Clark, 1996).
Autrement dit, les monocytes et les macrophages sont essentiels pour le
nettoyage de la plaie. Une fois ce débridement terminé, ils sécréteront des
médiateurs qui permettront la transition de la phase inflammatoire à la phase
proliférative de la guérison.
1.1.2 Phase proliférative
La phase proliférative a pour but de remplacer la matrice lésée (Clark, 1996).
Ceci est possible grâce aux processus d’épithélialisation, de fibroplasie,
d’angiogénèse et de contraction (Theoret, 2001a).
1.1.2.1 Épithéliatisation
L’épithélialisation débute dans les heures suivant l’injure. Les cellules
migratoires proviennent de l’épithélium résiduel situé en périphérie de la plaie ou
des annexes cutanées situées à la base de la plaie (Theoret, 2001a). Elles doivent
changer leur phénotype afin de minimiser les connexions physiques avec d’autres
cellules (desmosomes) et la membrane basale (hémidesmosomes) permettant ainsi le
déplacement cellulaire. Les cellules épithéliales migrent sous le caillot, grâce à une
activité phagocytaire et enzymatique, le détachant ainsi du nouveau tissu de
granulation sous-jacent.
L’initiation de la migration ne dépend pas de la prolifération cellulaire,
cependant, quarante à soixante-douze heures après le trauma, les cellules de
l’épithélium intact en bordure de plaie se mettent à proliférer dans le but de
remplacer les cellules ayant migré, permettant ainsi la poursuite de
1’ épithélialisation.
La migration cesse, par inhibition de contact, lorsque les cellules épithéliales
se rencontrent au centre de la plaie. Elles retrouvent par la suite leur phénotype de
départ, puis, lentement, le nouvel épiderme se re-stratifle et rétablit des liens avec la
membrane basale. La latence de ce dernier processus explique, en partie, la fragilité
d’une plaie nouvellement épithélialisée.
1.1.2.2 Fibroplasie
La fibroplasie représente le processus de synthèse de composants de la MEC
(Theoret, 200 la). Les cellules responsables de la reconstitution de ce tissu conjonctif
sont les fibroblastes, d’où le nom “fibroplasie” (Postlethwaite et Kang, 1999). Les
macrophages, les fibroblastes et les vaisseaux sanguins migrent ensembles dans la
plaie. Les macrophages procurent une source de cytokines dont l’action encourage la
fibroplasie et l’angiogénèse, les fibroblastes élaborent la nouvelle MEC nécessaire
au soutient de la croissance cellulaire, alors que les vaisseaux sanguins transportent
les nutriments et l’oxygène requis pour le métabolisme cellulaire.
Les fibroblastes migrent dans la plaie depuis le derme environnant, grâce aux
chémoattractants sécrétés par les cellules inflammatoires déjà sur place. Les
principales cytokines encourageant la migration du fibroblaste sont PDGF, “basic
fibroblast growth factor” (FGF2) et TGfB. Une fois dans la plaie, les fibroblastes
prolifèrent puis sécrètent plusieurs constituants provisoires de la MEC, surtout de la
fibronectine, de l’hyarulonane et du collagène immature (de type III) qui serviront
de charpente sur laquelle d’autres fibroblastes pourront se déplacer. Ce tissu rosé et
d’apparence granulaire en raison du nombre important de capillaires qui s’y
trouvent, est visible au fond dune plaie environ une semaine suivant sa création.
Une fois cette synthèse accomplie, certains fibroblastes disparaîtront par
apoptose alors que d’autres changeront à nouveau de phénotype pour devenir des
myofibroblastes (Desmoulière et aÏ., 1995; Clark, 1996).
1.1.2.3 Angiogénèse
L’angiogénèse représente la formation de nouveaux vaisseaux lors de
l’embryogénèse, de la formation d’une tumeur ou en réponse à une blessure, par les
cellules endothéliales micro-vasculaires (Madri et al., 1996). La destruction
tissulaire ainsi que l’hypoxie amènent le largage de médiateurs angiogéniques
spécifiques tels fGf2 et “vascular endothelial growth factor” (VEGf) durant la
phase inflammatoire. TGfB, “epidermal growth factor” (EGf), PDGf participent
indirectement à l’angiogénèse en augmentant la production de fGf2 et de VEGf par
les macrophages et les cellules endothéliales (Sato et al., 1993).
Le processus d’angiogénèse comprend le bris de la liaison entre les cellules
endothéliales et leur membrane basale, la migration et la prolifération des cellules
dans le stroma local, la formation et la stabilisation de nouveaux micro-vaisseaux et,
finalement, la régression du lit vasculaire nouvellement formé, sans que les
vaisseaux originaux ne soient affectés (De Martin et Theoret, 2002).
Les cytokines citées plus haut favorisent la sécrétion, par les cellules
endothéliales migrantes, de protéinases requises pour la digestion de la membrane
basale. Elles induisent de plus l’expression de “vascular cell adhesion molecule”
(VCAM) à la surface des cellules endothéliales. L’interaction de VCAM avec “very
late antigen-4” (VLA-4) des monocytes et des lymphocytes amène la protéolyse de
la membrane basale (Madri et al., 1996). Les cellules ainsi libérées savent migrer de
façon à former des nouveaux micro-vaisseaux, grâce aux intégrines de surface qui
gouvernent leur attache aux composantes de la MEC (Tonnesen et aÏ., 2000). Les
cellules qui demeurent dans le vaisseau original commencent à proliférer, assurant
ainsi une source continue de cellules potir l’angiogénèse. La prolifération des
cellules endothéliales varie suivant la composition et l’organisation de la MEC ainsi
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que selon la présence de certains médiateurs. De plus, la prolifération est influencée
par le phénotype celitilaire puisque ce dernier diffère entre les cellules situées près
du vaisseau parent et celles situées près du site migratoire (Madri et aï., 1996).
La tubulogénèse, mécanisme par lequel un nouveau micro-vaisseau acquiert
une lumière, dépend de “platelet/endothelial ceil adhesion molecule’ (PECAMI) qui
permet d’établir le contact initial entre cellules endothéliales. La protéolyse induite
par FGf2 assure la création d’une lumière alors que l’anti-protéolyse. nécessaire au
contrôle du diamètre de la lumière, est gouvernée par TGFB (Pepper et Montesano,
1990). Par la suite, l’organisation des récepteurs de surface de type intégrine f31,
dans la région du contact cellule-cellule, permet la stabilisation des nouveaux
vaisseaux ainsi que la formation de jonctions serrés (Madri et al., 1996).
L’angiogénèse se termine lorsque le tissu de granulation comblant la plaie se
remodèle et que son besoin en oxygène est amoindri. En présence de tissu cicatriciel
riche en collagène mature (de types I et IV), les micro-vaisseaux subissent une
involution suite à l’apoptose des cellules endothéliales (Singer et Clark, 1999; Ilan et
al., 1998). Cette mort cellulaire programmée est probablement contrôlée,
notamment, par ‘thrombospondin 1” (THBSY) et THBS2. (Boerma et al., 2006;
Streit et al., 1999)
1.1.2.4 Contraction
Un rapprochement des bords de plaie se produit durant la deuxième semaine
de la guérison par un phénomène de contraction qui implique des interactions
importantes entre les cellules, la MEC et des cytokines. Le myofibroblaste, un
phénotype particulier du fibroblaste, est une cellule à activité contractile surtout en
raison de la présence de la protéine ‘Œ-smooth muscle actin” (u-SMA)
(Postlethwaite et Kang, 1999), et à laquelle on attribue le rôle de contraction de plaie
(Gabbiani et aï., 1972).
La contraction talonne la synthèse et le dépôt des fibrilles de collagènes par
les fibroblastes de phénotype synthétique. Grâce à leurs microfilaments riches en Œ
SMA, les myofibroblastes, alignés selon les forces de tension dans la plaie, peuvent
établir des liens cellule-cellule et cellule-MEC de façon à réduire la surface de la
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plaie (Clark. 1996). La contraction générée par le myofibroblaste dépend des liens
entre le collagène matriciel et les intégrines présentes à la surface des
myofibroblastes, des liens entre les amas de collagène matriciel ainsi que de l’action
de PDGf et de “transforming growth factor, beta I (Carnurati-Engelrnann disease)”
(TGfB1) ou de “transforming growth factor, beta 2’ (TGFB2) (Singer et Clark,
1999).
En plus d’accélérer la guérison, la contraction améliore l’apparence
cosmétique et la force de la cicatrice, puisqu’elle diminue la surface de la plaie
devant être recouverte d’un nouvel épithélium fragile et dénué d’annexes cutanées
(Jacobs et al., 1984). Chez le cheval, un degré de contraction élevé est souhaité lors
de la guérison, contrairement à l’homme, où il peut entraîner la formation de
contractures et de cicatrices inesthétiques.
La contraction se termine soit lorsque la plaie est complètement épithélial isée
ou lorsque les forces tensiles environnantes excèdent la force contractile du
myofibroblaste. Le myofibroblaste disparaît de la cicatrice en retrouvant un
phénotype quiescent ou par apoptose (Desmoulière et al., 1995).
1.1.3 Phase de remodelage
Le remodelage de la plaie consiste en la transition du tissu de granulation à
un tissu cicatriciel mature. La matrice déposée préalablement lors de la fibroplasie
(riche en collagène de type III, en fibronectine et en hyaluronane) est remplacée par
une matrice composée de collagène de type I et de protéoglycanes (PG). La
dégradation des constituants provisoires de la MEC se produit grâce à l’action de
protéinases générées durant la phase proliférative. Ces protéinases sont activées par
le système activateur du plasminogène-plasmine ainsi que par son produit, la
plasmine. Les principales protéinases ayant comme substrat le collagène, sont
“interstitial collagenase” (MMP-1), “gelatinase A” (MMP-2) et “stromelysin 1”
(MMP-3), toutes membres de la famille des métalloprotéinases matricielles (MMP).
Les inhibiteurs spécifiques des MM? sont les “tissue inhibitors of
metalloproteinases” (TIMP). Le ratio entre les MM? et les TIMP est important lors
du remodelage et varie grâce à l’action de TGFB, de PDGf et de IL1 (Clark, 1996).
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Trois semaines suivant une injure, la plaie n’a retrouvé que 20% de sa force
tensile initiale. Par la suite, le dépôt de collagène seffectue plus lentement ce qui
ralentira l’accroissement de la force de la plaie. Le remodelage du collagène avec
l’augmentation du diamètre des fibres ainsi que leur compaction et leur
polymérisation, puis la modification des liens entre les composants de la MEC sont
des processus lents, ce qui contribue au regain tardif de la force tensile. Finalement,
la peau ne retrouvera jamais toute sa force tensile originelle. En effet, dans les
meilleures circonstances, une cicatrice récupère seulement 70-80% de sa force
tensile initiale (Clark, 1996).
1.2 Guérison cutanée chez le cheval
La guérison de plaie doit souvent se faire par seconde intention chez le cheval
puisque la contamination, la tension de la peau environnante, ainsi que la perte de
tissus sont importantes et ces éléments entravent la fermeture primaire (par suture).
À cet effet, une étude rétrospective rapporte que sur 422 plaies suturées, seulement
24% ont atteint une fermeture complète sans déhiscence (Wilmink et al., 2002). De
nombreuses difficultés affligent ce mode de guérison chez le cheval, compromettant
ainsi les résultats cosmétique et fonctionnel de la réparation. Une guérison
défectueuse et la cicatrisation excessive qui en résulte représentent un lourd fardeau
économique pour l’industrie équine. Il a récemment été rapporté que 7% des
traumatismes causant un arrêt permanent de la compétition chez les chevaux de
course sont le résultat d’une blessure cutanée (Perkins et aÏ., 2005).
Parmi les obstacles à une guérison rapide et de qualité, certains sont notés
préférentiellement dans les plaies situées à la portion distale du membre. Le
prolongement de la phase inflammatoire, la fibroplasie accrue, les retards
d’épithélialisation et de contraction, ainsi qu’un remodelage défectueux de la MEC
en sont des exemples.
Spécifiquement, la réponse inflammatoire chez le cheval fait preuve d’une
intensité déficiente alors que sa résolution est retardée par rapport à celle du poney
(Wilmink et al., 1999b; Wilmink et al., 2003), favorisant la formation d’un tissu de
granulation malsain. Ceci est analogue à ce qui est observé dans de nombreuses
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maladies caractérisées par une cicatrisation démesurée (cirrhose hépatique;
glomérulonéphrite; fibrose pulmonaire; chéloïde). L’insuffisance de la réponse
inflammatoire dans les membres du cheval peut être liée à la pauvre vascularisation
tissulaire de cette région anatomique, qui limite l’influx de leucocytes, et/ou à la
faible sécrétion de médiateurs inflammatoires par les cellules polymorphonucléaires
(PMN) des chevaux comparativement à celle des PMN de poneys (Wilmink et al.,
2003). En effet, les PMN de poney relâchent plus de radicaux libres d’oxygène
nécessaires à la lyse bactérienne et produisent de plus grandes concentrations de
cytokines telles TNf, IL1 et TGFB (van den Boom et al., 2002; Wilmink et al.,
2003), qui renforcent la réponse inflammatoire, favorisant ainsi la résolution de
l’inflammation, une transition rapide et harmonieuse vers les phases subséquentes de
la guérison. Ces différences entre le cheval et le poney s’apparentent à celles
remarquées chez l’homme, pour qui la formation du chéloïde serait liée à la
prédisposition génétique des personnes aux origines africaines (Thomas et al., 1994;
Tuan et Nichter, 1998; Tredget et al., 1997). Notamment, une faible concentration
de TNf, ainsi que “interferon, alpha” (IFNA) et IfNG a été mesurée aux monocytes
de patients souffrant de chéloïde (McCauley et aï., 1992).
La fibroplasie qui survient lors de la phase proliférative de guérison chez le
cheval peut être excessive et mener à la formation d’un tissu de granulation
exubérant, condition appelée “bouton de chair” chez l’espèce équille. En effet, la
synthèse collagénique est rapide et étendue chez le cheval en comparaison aux autres
espèces (Chvapil et al., 1979), en particulier dans les plaies appendiculaires (Jacobs
et al., 1984). À cet effet, l’activité mitotique du fibroblaste en provenance de la
croupe s’atténue normalement à la fin de la première semaine de guérison alors que
celle du fibroblaste appendiculaire demeure élevée au-delà de cette période
(Wilmink et aï., 1999b). Cette prolifération fibroblastique soutenue dans le membre
pourrait expliquer, en partie, le développement du bouton de chair puisque la
synthèse de tissu de granulation se fait par le fibroblaste dermique. Ce phénomène
pourrait être exacerbé par la présence continue des fibroblastes à caractère
synthétique en raison d’une baisse de l’apoptose tel que rencontré chez l’homme
atteint de chéloïde (Ladin et al., 199$). Cette hypothèse a récemment été soutenue
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par une étude démontrant un processus apoptotique modifié dans les plaies de
membres par rapport aux plaies thoraciques chez le cheval (Lepault et aï., 2005).
Par ailleurs, le profil cytokinique des plaies appendiculaires est altéré en
faveur de médiateurs pro-fibrotiques, notamment TGFB (Cochrane, 1997; Theoret et
aï., 2001; Schwartz et al., 2002; van den Boom et al., 2002). Ces médiateurs
encouragent la migration et la prolifération des fibroblastes ainsi que leur synthèse
de collagène, en plus d’inhiber le remodelage de la MEC via la régulation négative
des MMP et la régulation positive des TIMP.
Le tissu de granulation est caractérisé par un grand nombre de micro-
vaisseaux. Une récente étude a mis à l’évidence l’occlusion de la lumière des
vaisseaux en provenance de plaies de membres (Lepault et aL, 2005). Cette
occlusion, possiblement causée par l’hypertrophie des cellules endothéliales micro-
vasculaires (Dubuc et al., 2006), pourrait entraîner de l’hypoxie tissulaire. Or,
l’hypoxie peut stimuler la synthèse de TGFB1 (Hakkinen et aï., 1996) et augmenter
le nombre de récepteurs pour TGfB à la surface des fibroblastes (Falanga et aï.,
2002). Ces deux évènements entraîneraient une augmentation de la production de
collagène par les fibroblastes.
Les plaies situées sur les membres souffrent d’une plus faible vitesse
d’épithélialisation (Jacobs et al., 1984), souvent en raison de la présence d’un
bouton de chair. Ce tissu de granulation exubérant constitue une barrière physique à
la migration des cellules épithéliales (Wilmink et al., 1999a) en plus d’inhiber
l’activité mitotique de ces dernières (Shakespeare et Shakespeare, 1991). Par la
suite, l’absence d’une couverture épithéliale favorise la synthèse de cytokines pro
fibrotiques (tel que TGfB) (LePoole et Boyce, 1999) et affaiblie le processus
apoptotique (Greenhalgh, 199$), perpétuant ainsi la fibroplasie excessive.
Le processus de contraction contribue de façon importante à une fermeture
de plaie rapide, solide et cosmétique chez l’espèce équine. Cependant, les plaies des
membres contractent moins et plus lentement que celles situées sur le tronc (Walton
et Neal, 1972; Wilmink et aï., 1999a; Theoret et al., 2001). Ce retard n’a pu être
attribué à une différence dans les capacités contractiles inhérentes aux
myofibroblastes (Wilmink et al., 2001), impliquant que des facteurs
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environnementaux, comme le profil de cytokines lors de la réponse inflammatoire,
définissent l’étendue de la contraction. Dans le cas d’une plaie ayant développé un
bouton de chair, le tissu de granulation exubérant retarde ou empêche la guérison en
nuisant à la contraction. Ceci pourrait résulter d’un arrangement chaotique des
myofibroblastes dans les plaies appendiculaires (Wilmink et al., I 999b; Schwartz et
al., 2002) puisque c’est le degré d’organisation plutôt que le nombre de
myofibroblastes qui détermine la vitesse et l’étendue de la contraction. Finalement,
un facteur pouvant coupler la piètre qualité de contraction à la fibroplasie excessive
survenant aux plaies appendiculaires, est la tension marquée de la peau à cet endroit.
En effet, la peau du membre chez le cheval est fortement fixée, ce qui pouffait
limiter la capacité contractile d’une plaie à cet endroit et causer une augmentation de
la tension cutanée locale en l’occurrence de contraction. Chez l’homme, il a été
démontré qu’une cessation du stress mécanique est nécessaire à la transition du tissu
de granulation vers un tissu cicatriciel (Grinneli et al., 1999). Il existe de plus une
relation entre la tension cutanée et la synthèse exagérée/lyse inadéquate de la MEC,
possiblement liée à la surexpression de cyokines proJibrotiques. Vu l’influence de
TGfB sur la prolifération et la synthèse collagénique par le fibroblaste (Spom et
Roberts, 1991) ainsi que son effet anti-apoptotique sur ces cellules (Chodon et al.,
2000; Jelaska et Kom, 2000), cette cytokine pouffait représenter le lien moléculaire
entre la piètre contraction et le développement du bouton de chair dans les plaies
appendiculaires chez le cheval.
Un équilibre entre l’activité des MMP et celle de leurs inhibiteurs, les 11M?,
est critique au remodelage, et ainsi à la maturation, du tissu cicatriciel. Dans Je cas
d’une abondance de protéinases, une lyse accrue de la MEC pouffait mener au
développement d’une plaie indolente (Cochrane, 1997) alors que la situation inverse
favoriserait la synthèse collagénique et le développement d’un bouton de chair. Une
forte teneur en ARNm pour ‘TIMP metallopeptidase inhibitor 1” (TIMP1) fut
récemment détectée une et quatre semaines suivant la création de plaies
appendiculaires chez le cheval, par rapport à la concentration présente dans les
plaies thoraciques (Schwartz et al., 2002). Puisque TIMP1 inhibe la lyse du
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collagène, sa présence soutenue à quatre semaines aux membres pourrait expliquer
F accumulation excessive de MEC qui afflige fréquemment les plaies à cet endroit.
1.3 Contrôle génique de ta guérison
La guérison cutanée est un processus fort complexe, qui dépend
d’interactions entre divers types cellulaires, de nombreux médiateurs et d’éléments
de la MEC qui agissent localement, en parallèle avec une multitude de facteurs
systémiques (Soo et al., 2002). La transition entre les phases de guérison exige une
régulation serrée de l’expression génique, à la hausse ou à la baisse (Cole et al.,
2001). En soit, la moduLation de l’expression de certains gènes pourrait conduire à
la cicatrisation anormale, tel que rapporté chez l’homme et le rongeur (Russell et
al., 1989; Sayah et al., 1999; Isou et aL, 2000).
Le profil génique de l’homme suite à une blessure cutanée a récemment
déterminé, à l’aide de micro-réseaux d’ADNc (Cole et al., 2001). L’intensité
d’expression de 3% des gènes à l’étude a doublé une demi-heure suite au trauma
cutané, alors qu’aucun gène n’a démontré une baisse d’expression. Cependant, trente
minutes plus tard, 6,6% des gènes (principalement à rôle structural) ont diminué de
moitié leur expression. Parmi les gènes fortement exprimés en période aigu,
‘tsuppressor of cytokine signaling 1’ (SOCS1), “basogranulin” (BB1) et le
précurseur de “low density lipoprotein receptor” (LDLR) ont été identifiés. La forte
expression de ces gènes en période aigu, illustre le processus d’initiation de
l’inflammation de la guérison cutanée (Cole et al., 2001).
Soo et cou. (2002) ont utilisé la technique d’affichage différentiel de la
réaction de polymérisation en chaîne (DD-PCR) pour analyser la modulation de
l’expression génique durant la guérison cutanée chez le rat. En comparant les
échantillons provenant de plaies à ceux de peau normale, ils ont obtenu 35 fragments
d’ADNc dont l’expression était modifiée. Parmi les gènes sur-exprimés, ils ont
identifié “interleukin 1, beta” (IL1B), qui induirait la production de “fibroblast
growth factor 7 (keratinocyte growth factor)” (FGf7) par les fibroblastes (Chedid et
aÏ., 1994). Chez la souris, ce facteur de croissance jouerait un rôle important durant
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l’épithélialisation et serait sur-exprimé une semaine après la création d’une plaie
cutanée (Werner et aÏ.. 1992; Werner et aÏ., 1994).
Grâce au micro-réseaux d’ADNc, une étude a été effectuée sur la peau de rats
foetaux dans le but de comprendre les mécanismes moléculaires régissant la
guérison par régénération (Chen et al., 2006); 0,46 et 0,47% des gènes étudiés
étaient respectivement sur-exprimés et sous-exprimés dans la peau du foetus qui
guérit sans cicatrice. Parmi les gènes sur-exprimés, le fGf2 et la follistatine furent
identifiés. Il est intéressant de noter que les souris sous-exprimant fGF2 souffrent de
difficulté de guérison de plaies excisionnelles, probablement en raison du rôle
capital de fGf2 dans l’angiogénèse (Ortega et aÏ., 1998; Pierce et aÏ., 1992).
Une analyse de l’expression des gènes “Homeobox” a été effectuée grâce à la
technique de la réaction de polymérisation en chaîne par transcription inverse (RT
PCR) sur des cultures de fibroblastes ainsi que des échantillons de peau normale et
de plaies humaines de façon à identifier les gènes responsable de la régénération
tissulaire foetale (Steinicki et al., 199$). En comparant l’expression génique durant
la guérison foetale par rapport à celle chez l’adulte, les chercheurs ont identifié deux
nouveaux gènes “paired related homeobox 2” (PRRX2) et “homeobox B13”
(HOXB13). L’évaluation de la guérison de plaie a par la suite été effectuée sur des
souris HOXB13 “knockout (KO)” adultes (Mack et al., 2003), montrant que
l’absence d’expression de HOXB13 induit la guérison de type foetal (sans cicatrice)
chez l’adulte. Les souris HOXB13 KO démontraient de plus petites plaies une
semaine suivant la blessure, une meilleure organisation du collagène et une
meilleure force, alors que les plaies excisionefles guérissaient plus rapidement et
contenaient plus d’hyaluronane que celle de souris sauvages. Des fibroblastes
provenant de peau de souris invalidés pour “paired related homeobox 2” (PRRX2j
et de type sauvages (PRRX2) ont été analysés (White et al., 2003). Les
+1± . . .fibroblastes PRRX2 ont demontre une prohferation accrue, une meilleure re
organisation de la MEC et une forte production de MMP-2 et d’hyaluronane par
rapport aux fibroblastes PRRX2’. Ces investigateurs attribuent donc l’induction de
la guérison de type foetal à la présence de PRRX2.
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Les micro-réseaux d’ADNc ont été utilisés pour mieux comprendre
l’altération génique lors de la cicatrisation et la contraction de plaie (Wu et al.,
2004). Quatre-vingt-quatorze des 4096 gènes à l’étude étaient sur-exprimés alors
que trois étaient sous-exprimés dans des cicatrices hypertrophiques résultant de
brûlures chez l’homme. Les gènes sur-exprimés seraient proto-oncogènes,
apoptotiques, immunitaires, des éléments du cytosquelette, etc. La sur-expression
d’éléments cytosquelettiques amplifierait la puissance des tissus nouvellement
formés, expliquant la contraction accrue affligeant les cicatrices hypertrophiques.
D’autre part, la sur-expression de gènes immunitaires, principalement ceux induits
par “interferon’ (IFN), signalerait une intention anti-fibrogénique du système dans le
but de contrôler la croissance cellulaire exagérée.
L’analyse des molécules participant à la guérison est nécessaire pour élucider
les difficultés dont souffrent les chevaux. À cet effet, l’identification de gènes sur-
exprimés durant la phase proliférative de fa guérison cutanée a été réalisée chez le
cheval (Lefebvre-Lavoie et aÏ., 2005). À l’aide de l’hybridation soustractive
suppressive (SSH), ce groupe a défini l’expression génique durant la guérison
normale en comparant des échantillons de bord de plaie une semaine après leur
création au thorax à ceux provenant de peau normale. Lefebvre-Lavoie et coil.
(2005) ont ainsi identifié 226 ADNc non-redondants dont 69% n’ayant aucun rôle
préalablement attribué à la guérison, chez aucune espèce. Ces gènes seraient
possiblement responsables de différents aspects de la guérison et pourraient être
exprimés différemment dans les plaies de membres comparativement à celles du
thorax; chez les chevaux par rapport aux poneys; ou aux plaies en état
d’inflammation chronique ou développant du tissu de granulation exubérant
comparativement aux plaies guérissant normalement. Parmi les gènes identifiés par




1.4 Les gènes à l’étude: THBS2, SPARC et LUM
Les gênes à l’étude ont été sélectionnés parmi ceux démontrant une sur-
expression lors de la guérison cutanée chez le cheval (Lefebvre-Lavoie et cii., 2005)
pour leur présumé rôle dans le remodelage de la MEC. Deux d’entre eux sont des
membres du groupe des protéines matricielles (PMC) qui, plutôt que d’accomplir
une fonction structurale, modulent les interactions entre la matrice et la cellule en se
liant à d’autres PMC, aux récepteurs de surface cellulaire, aux protéinases et aux
cytokines (Bornstein et Sage, 2002). La famille des PMC inclut: THBS-1, THBS-2,
“tenascin-C”, “osteopontin’ ainsi que SPARC (Kyriakides et Bomstein, 2003;
Murphy-Ullrich, 2001). Tous auraient un rôle lors de la réparation tissulaire.
1.4.1 Thrombospondin-2” (THBS2)
• Introduction
THBSI a été découverte en 197f comme un produit sécrété des granules ci
des plaquettes (Baenziger et aÏ., 1971). L’existence d’un deuxième membre de la
famille THBS a été rapportée par Bomstein et cou. (1991) qui ont trouvé une
séquence d’ADNc ayant des similarités et des différences par rapport à celle de
TH3SÏ dans la partie codante. Ce groupe de chercheurs pense que THBS1 et
IHBS2 auraient des fonctions semblables mais distinctes. La famille THBS compte
cinq gènes différents codant pour THBS1, THBS2, “tbrombospondin 3” (THBS-3),
“thrombospondin 4” (THBS-4) et “cartilage oligomeric matrix protein” (COMP)
(Bornstein et al., 2000). L’inhibition de l’angiogénèse représente vraisemblablement
le rôle prépondérant de THBS2 (Streit et aI., 1999).
• Structure du gène et localisation chromosomique:
LaBeli et coli. (1992) ont localisé le gène de THBS2 sur le chromosome
6q27 humain grâce à l’analyse de cellules hybrides somatiques et par hybridation in
situ. Bornstein et coll. (1991) ont détecté le gène de THBS2 sur la bande A3 du
chromosome 17 chez la souris comparativement au gène de THBS 1 qui a été repéré
sur la bande F du chromosome 2. Les structures des exons et des introns de THBS2
seraient similaires à celles de THBSI; les corrélations entre les exons codants et les
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structures modulaires protéiniques seraient aussi semblables pour les deux gènes
(Bornstein et aï., 1990; Lawier et aL. 1991; Bornstein. 1992; Shingu et Bornstein,
1993). Par contre, les séquences des régions du promoteur proxirnal ont de grandes
différences. Jusquà présent, aucun rôle physiologique n’a été attribué aux membres
de la famille THBS qui auraient subis un épissage alternatif. Adolph (1999) a réussi
à identifier un transcrit épissé de THBS2 humaine sans l’exon 3 grâce à une
amplification par une réaction en chaîne de polymérase (PCR) d’un mélange
d’ADNc commercialement préparé. Ce même transcrit n’aurait pas la partie codante
de THBS2 et ne coderait pour aucune autre protéine.
• Protéine (motif, structure et fonction)
Les protéines des gènes de la famille THBS sont regroupées dans deux sous-
familles (homotrimère et homopentamère), THBS2 étant dans la sous-famille
d’homotrimères avec THBS1 (Bornstein et al., 2000). THBS1 et THBS2
contiennent un domaine pro-collagène (Figure la); PC) et trois répétitions de type I
(f igure la); I), tandis que les trois autres protéines de la sous-famille
d’homopentamère ont quatre répétitions de type II (Figure la) et b); II) au lieu des
trois de THBSI et THBS2 (Bornstein et al., 2000). Les répétitions de type I de
THBS1 et THBS2 seraient des ligands aux récepteurs de “CD36 molecule
(thrombospondin receptor)H (CD36) à la surface cellulaire et ils auraient des
propriétés anti-angiogéniques pour THBS1 (Dawson et al., 1997). L’estimation du
poids de la protéine de THBS2 chez la souris a été réalisée grâce à un algorithme
pour enlever le peptide signal. Cette protéine contiendrait 1154 acides aminés (aa) et
son poids moléculaire serait d’environ 128 kDa. Malgré qu’aucune recherche n’a été
rapportée sur la composition de THBS2 en carbohydrate, la protéine devrait être
glycosylée par une liaison N-liée et O-liée. Par contre, lorsque la chaîne de THBS2 a
été séparée par électrophorèse en conditions dénaturantes, le poids moléculaire se
situait aux environs de 180 à 200 kDa (O’Rourke et al., 1992; Liska et al., 1994;
Lafeuillade et aÏ., 1996). THBS1 se lierait au collagène, fibronectine, laminine,
“heparan sulfate”, PG, plasminogène, fibrinogène, glycoprotéine riche en histidine,
cytokines et facteurs de croissance (Mosher, 1990; frazier, 1991; Bornstein, 1995;
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Hogg et al.. 1997). Vu les similarités entre la séquence de THBS1 et THBS2, il se
pourrait que THBS2 démontre plusieurs actions et interactions similaires à THBS 1.
Par contre, très peu est connu au sujet des propriétés de liaisons de THBS2.
Lintéraction de THBS2 avec MMP-2 aurait une importance pour l’adhésion
cellulaire (Kyriakides et al., 1998; Yang et al., 2000). THBSI activerait TGFBY
latent en s’y fixant, mais THBS2 se liant au TGfB1 latent n’activerait pas ce dernier
(Schultz-Cherry et aï., 1995). Alors, il serait possible que THBS2 empêche
l’activation de TGFBÏ par THBSÏ. THBS2 est une protéine multifonctionnelle
localisée entre la surface cellulaire et la matrice environnante, grâce à son habilité à
lier des protéinases, ainsi que certaines cytokines (Bornstein et al., 2000). Aussi, la
section de la séquence d’acides aminés de THBS2 constituée d’arginine, de glycine
et d’acide aspartique (Fgure la); RGD) permettrait sa fixation aux syndecans et aux
intégrines (en particulier cv133) (Chen et al., 1994; Chen et al., 1996). De plus,
THBS2 contribue à l’adhésion et la migration cellulaires, dont l’agrégation
plaquettaire. THBS2 inhibe la migration ainsi que la prolifération des cellules
endothéliales en réponse aux divers facteurs angiogéniques (Volpert et al., 1995;
Panetti et al., 1997). Il a depuis été postulé que la capacité de THBS2 à promouvoir
la régression vasculaire repose sur une induction d’apoptose de cellules
endothéliales dans les plaies en guérison (Jimenez et al., 2000; Noh et al., 2003). Par
ailleurs, THBS1, dont la séquence d’acides aminés se rapproche de celle de THBS2,
inhibe l’adhésion, la prolifération, la migration ainsi que la formation de structures
multicellulaires par les cellules endothéliales (DiPietro, 1997). Tel que mentionné
précédemment, THBS 1 et THBS2 se lient à de nombreuses protéines de la MEC et à
des récepteurs de surface, dont CD36, ce qui pourrait contribuer à l’effet anti
angiogénique des THBS (Jimenez et al., 2000). Par exemple, une interaction directe
entre THBS et FGF2 pourrait résulter en la séquestration de cette cytokine pro
angiogénique, inhibant ainsi l’activité anti-angiogénique (Taraboletti et aï., 1997).
Localisation et expression tissulaire/cellulaire
Des analyses systématiques de la distribution tissulaire et cellulaire de
THBS2 n’ont été effectuées que chez la souris. THBS2 a été retrouvée surtout dans
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des tissus contenant beaucoup délérnents de tissus conjonctifs (derme réticulaire.
petit et large vaisseaux sanguins, méninge, ligament, péricarde, périchondrium,
périoste et plèvre) (Iruela-Arispe et al., 1993). Des études immunohistochirniques
ont été effectuées durant le développement d’embryon murins avec des anticorps
dirigés contre THBS2 intacte et contre le domaine N-terminal de cette même
protéine (Kyriakides et aÏ., 1998). Les résultats de cette étude sont semblables à ceux
du groupe de Iruela-Arispe et cou. (1993).
• Variation expression protéine/ARNm (in vitro/in vivo):
Le groupe de Kyriakides et coll. (1998) a remarqué que dans le cas d’une
faible expression de THBS2, il s’ensuit un délai de coagulation. Par contre, des
études menées à ce jour indiquent, de façon surprenante, qu’une réduction de la
protéine THBS2 semble améliorer la cicatrisation cutanée, du moins à un stade
précoce de la guérison de petites plaies, par l’entremise d’une meilleure angiogénèse
mais aussi d’un changement dans l’organisation des fibrilles de collagène
(Kyriakides et al., 1 999b). Toutefois, notre compréhension des fonctions biologiques
de cette protéine demeure incomplète.
• Modèle d’invalidation du gène:
En comparant le derme de souris sauvages par rapport à celui de souris
invalidées pour THBS2 (THBSZ’), THBS2 n’a été détectée qu’aux fibroblastes
tandis que THBS2 étaient absente des fibres de collagène et des follicules pilleux
(Kyriakides et al., 1998; Tooney et al., 199$). De plus, chez les souris THBS2’, on
a observé histologiquement une augmentation significative de la densité capillaire du
derme et des tissus adipeux sous-cutanés (Kyriakides et al., 1998). L’effet anti
angiogénique de THBS2 semble d’autant plus important dans les tissus en voie de
régénération, comme l’ont démontré des études investiguant la réponse de souris
THBSZ’ à l’implantation sous-cutanée d’un corps étranger (Kyriakides et al.,
1999a) ou à la création d’une petite plaie excisionelle (Kyriakides et al., 1999b).
Dans le premier cas, un modèle d’inflammation chronique, les capsules fibreuses se
développant autour des implants démontrèrent six fois plus de vaisseaux sanguins
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chez les souris THBS2’, alors que la deuxième étude a mis en évidence une
persistance de nouveaux vaisseaux sanguins plutôt qu’une maturation et/ou une
régression telles que démontrées chez les souris contrôles. Il est intéressant de noter
que la phase de régression vasculaire chez les souris contrôles coïncidait avec le pic
d’expression de la protéine THBS2. En effet, les auteurs concluent qu’il existe une
association entre de faibles concentrations de THBS2 et un accroissement de
l’angiogénèse durant les phases précoces de la guérison, puis, entre des taux élevés
de THBS2 et la résolution de l’angiogénèse durant les phases tardives. De plus, ces
concentrations élevées concordent avec la fibroplasie et le remodelage matriciel. Par
ailleurs, une modulation de l’activité de MMP-2 par THBS2 pourrait affecter,
indirectement, l’adhésion, la migration ainsi que la prolifération de cellules
endothéliales (Yang et al., 2000). Dans cette même étude, les fibroblastes dermiques
de souris THB$2’ souffrent d’un défaut d’adhésion et de migration sur de
nombreuses protéines de la MEC, notamment la fibronectine, en plus de doubler leur
synthèse de MMP-2. Le pouvoir d’adhésion fut retrouvé en rajoutant des inhibiteurs
de MMP ou un anticorps neutralisant le MMP-2. De plus, l’introduction de THBS2
sous forme d’ADNc ou de protéine recombinante soluble a corrigé le problème tout
en rétablissant les concentrations de MMP-2 à ceux présents dans les fibroblastes de
souris de type sauvage. Il est postulé que THBS2 interagit avec MMP-2, séquestrant
cette dernière dans la MEC, la rendant ainsi indisponible à la surface cellulaire.
Yang et coll. (2001) ont de plus remarqué que le complexe THBS2/MMP-2
s’associe au ‘tlow-density lipoprotein receptor-related proteint’ (LPR), quittant de
cette façon l’environnement péri-cellulaire. Par ailleurs, le défaut d’adhésion de
fibroblastes dermiques de souris THBS2’ pourrait expliquer leur inaptitude à
contracter des gels de collagène (Kyriakides et aï., 1999a). Le rôle joué par THBS2
lors de la guérison de plaie semble complexe puisque ses propriétés anti
angiogéniques ainsi que sa modulation de l’activité de MMP-2 et possiblement celle
de TGFB1 pourraient exercer divers effets sur les mécanismes de guérison. Il est
intéressant de noter qu’une absence de THBSY cause un délai de guérison,
possiblement en raison d’une réponse inflammatoire déficiente (Agah et al., 2002).
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Spécifiquement, les concentrations de MCP-1 et de TGFB1 total et actif sont
réduites chez des souris THBS1.
1.1.2 “Secreted Protein, Acidic and Rich in Cysteine” (SPARC)
• Introduction
SPARC, aussi nommé ostéonectine (ON) ou “basernent-membrane protein
40” (3M-40), est une protéine matricielle qui n’est pas constitutivement exprimée.
étant présente exclusivement dans les tissus subissant un remodelage continu ou à
des sites de trauma.
• Structure du gène et localisation chromosomique
Swaroop et francke (1987) ont utilisé une sonde d’ADNc de souris pour
isoler, à partir de la génothèque d’ADNc du placenta humain, l’ADNc complet de
SPARC. La séquence codante de SPARC, chez la souris, a une forte homologie à
celle de l’homme. Mason et cou. (1986) ont localisé SPARC sur le chromosome 11
de la souris et ont montré, grâce à l’analyse par hybridation “Southem”, que les
polymorphismes de la longueur du fragment de restriction (RFLP) sont pareils à
ceux de l’homme. Le groupe de Swaroop et cou. (1988) et celui de Le Beau et col!.
(1993) ont précisé que SPARC est localisé au chromosome 5q31-q33 et 5q31-q32
humain respectivement. Le locus SPARC humain serait à proximité des gènes
codant pour “acidic fibroblast growth factor” (fGFY), CSF-1, “colony stimulating
factor 2 (granulocyte-macrophage)” (CSF2), “interleukin 3 (colony-stimulating
factor, multiple)!! (1L3), “colony stimulating factor 1 receptor” (CSF1R), “platelet
derived growth factor receptor, beta polypeptide” (PDGFRB) et “adrenergic beta-2-,
receptor, surface’ (ADRB2) (Saltman et ut., 1993). Dans la majorité des cellules des
mammifères, le transcrit de SPARC a un poids moléculaire de 2,1 kilobases (kb), or
il existe un autre transcrit minoritaire de 3 kb (Swaroop et al., 198$). Selon Swaroop
et col!. (1988), ces deux transcrits poÏyadénylés ont la même séquence codante pour
la protéine, mais le transcrit de 3 kb aurait un signal de polyadénylation en aval.
Chez la souris, SPARC a 10 exons et un poids moléculaire de 26,5 kb. Cette grande
différence entre SPARC murin et humain est due à la présence chez la souris d’un
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premier exon qui est très long, qui n’est pas traduit en acides aminées et qui est
constitué d’une région répétitive de CCGT qui stimulerait l’expression de gènes
reporteurs (McVey et aL. 198$).
Protéine (motif, structure et fonction)
SPARC contribuerait à l’organisation de la matrice lors du développement ou
de la guérison grâce à sa capacité à se lier à divers éléments de la MEC tels THBS1,
la vitronectine, “entacinlnidogen’t, ainsi que le collagène fibrillaire de types I, II. III,
IV et V (Brekken et Sage, 2001). Tout comme THBS, SPARC pourrait altérer la
forme cellulaire en tant que facteur contrant l’adhésion, moduler l’activité
cytokinique et influencer l’expression de MMP. L’ON de 32 kDa a été découverte
par Termine et cou, en 1981 et elle est identique à SPARC. L’ON est une
phosphoprotéine fortement conservée entre les espèces. Elle est spécifique aux os et
se lie sélectivement à l’hydroxyapatite et aux fibrilles de collagène (Termine et aï.,
1981). Chez les vertébrés, SPARC est constitué d’environ 298 à 304 aa, dont les 17
premiers constituent le peptide signal. La structure de SPARC compte trois
domaines distincts (I, II et III). Le domaine I est constitué des acides aminés 3 à 51
(Figure 2; cylindre) codés par les exons 3 et 4 (Lane et Sage, 1994); il est fortement
acide et fixera entre cinq et huit ions calcium. La structure de ce domaine n’est pas
encore connue mais les régions en hélice u sont sensibles aux changements de
concentration en calcium (Maurer et aÏ., 1992). Cette région N-terminale démontre
des épitopes immuno-dominants et est celle qui varie le plus par rapport aux autres
membres de la famille du gène SPARC. Le domaine II est constitué des acides
aminés 52 à 132 (Figure 2; rouge) codés par les exons 5 et 6 où se localisent 10
cystéines et un complexe carbohydrate à N99. On retrouve des régions répétitives
comme celles observées dans la follistatine qui induiraient des agrégats (Brekken et
Sage, 2001). Les peptides bioactifs situés dans le domaine II de SPARC exercent
différents effets sur les cellules endothéliales. Le peptide cationique, constitué des
acides aminés 55 à 74 (figure 2; vert), inhiberait la prolifération des cellules
endothéliales (funk et Sage, 1993). Un autre peptide, formé des acides aminés 113 à
130 et dont une section de sa séquence d’acides aminés est constituée de glycine,
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d’histidine et de lysine (GHK) (figure 2; noir), fixerait le calcium, stimulerait la
prolifération des cellules endothéliales et ainsi l’angiogénèse (funk et Sage, 1993;
Lane et al., 1994). De plus, le groupe d’Iruela-Arispe et coil. (1995) a remarqué que
la digestion de SPARC avec la plasmine produirait des peptides avec une région
GHK, ce qui stimulerait l’angiogénèse. La région N-terminale de ce domaine lierait
l’héparine ou des PG importants pour le recrutement de SPARC par ses récepteurs
membranaires (Hohenester et aÏ., 1997). Le domaine III, quant à lui, est constitué
des acides aminés 133 à 285 (figure 2; bleu), codés par le septième au neuvième
exon, correspondant à une région extracellulaire (EC) contenant deux motifs main
Ef qui fixeraient le calcium (Hohenester et aÏ., 1996). Le domaine EC interagit avec
les résidus du domaine II de la protéine, stabilisant ainsi la liaison avec le calcium
(Hohenester et al., 1997). De plus, une section du domaine EC de SPARC, composé
des acides aminés 255 à 274 (figure 2; jaune), se fixerait aux cellules endothéliales
et inhiberait leur prolifération (Kupprion et al., 1998; Motamed et Sage, 199$). Les
fibrilles de collagène de type I, III, V et le collagène de type IV de la membrane
basale se lient au domaine EC seulement en présence de calcium. Lorsque le
domaine III de SPARC est clivé entre L197 et L198, l’affinité de SPARC pour
“matrilysin” (MMP-7), MMP-3, MMP-2, “collagenase 3” (MMP-13) in vitro et une
protéinase non-caractérisée in vivo (Sasaki et al., 1997) augmente. De plus, ce
clivage donne un meilleur accès aux résidus (R149, N156, L242, M245 et E246)
responsables de la fixation du collagène à triple hélices et augmente l’affinité des
interactions du collagène (Sasaki et al., 1998). Une identité de 96 % existe entre la
séquence d’aa de SPARC porcin et humain (Chun et aÏ., 2006). En excluant le
peptide signal, les 283 aa résultent en un poids moléculaire de 32,3 kDa. SPARC
présente un glucose en Ni 13, sept ponts disulfures intramoléculaires et forme des
dimères. SPARC inhibe la migration des cellules urothéliales humaines (Hudson et
al., 2005). Comme chez l’homme, SPARC porcin est constituée du domaine qui
ressemble à la follistatine, du domaine acide fixant le calcium et du domaine EC. Ce
dernier aurait deux motifs main-Ef; chacun de ces motifs serait responsable de la
coordination d’un ion calcium et permettrait la formation d’une structure hélice
boucle-hélice qui influencerait la conformation de la protéine, nécessaire à son
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activité biologique (Delostrinos et al., 2006). Cette activité, attribuée au domaine
EC, dépend de la coordination de l’ion calcium par les résidus de l’acide glutarnique
du deuxième motif main-EF.
Localisation et expression tissulaire/cellulaire
Les deux principales fonctions de SPARC sont l’inhibition de la progression
du cycle cellulaire (Bradshaw et aÏ., 2003) et l’induction d’un nouveau phénotype
chez les cellules endothéliales. Ces dernières deviennent rondes menant à
l’augmentation de l’espace intercellulaire et favorisant ainsi l’extravasation et
l’infiltration de cellules inflammatoires au site de trauma (Goldblum et al., 1994;
Brekken et aÏ., 2003). De plus, il appert que la présence de cette protéine en réponse
à une injure ou au remodelage tissulaire facilite la production d’une MEC plus
permissive à la migration, la prolifération et la différentiation cellulaire. Ceci
pourrait résulter de la substitution de SPARC pour d’autres substrats de la
transglutaminase; par exemple, le ‘cross-linking” de SPARC plutôt que la
fibronectine, protéine matricielle à rôle structural, assurerait une MEC moins
restrictive. De plus, une exposition prolongée au SPARC amènerait l’arrondissement
des cellules ce qui aurait possiblement une importance physiologique durant la
cytocinétique ou l’induction de l’apoptose durant le remodelage tissulaire (Sage et
Bornstein, 1991). De récentes études suggèrent que SPARC contribuerait également
à la fibrose (Zhou et al., 2005). SPARC possède la capacité de stimuler la
signalisation de TGfB par l’entremise de la voie dépendante du Smad2/3
(Schiemann et al., 2003). L’expression de SPARC est augmentée lors de divers
désordres fibrotiques, incluant la fibrose pulmonaire, la fibrose interstitielle du rein,
la cirrhose hépatique, ainsi que le sctéroderme/sclérose systémique (Kuhn et Mason,
1995; Pichler et al., 1996; frizeil et al., 1995; Dhore et al., 2001; Zhou et al., 2002).
La prédisposition génétique à la sclérose systémique, associée à la sur-expression de
SPARC, est possiblement liée à un polymorphisme d’un seul nucléotide spécifique à
la région non-traduite 3’de l’ARNm (Zhou et aÏ., 2002).
. Variation expression protéine/ARNm (in vitro/in vivo):
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Chez les souris, SPARC a été localisé dans les cellules uro
théliales basales,
où H modifierait les interactions entre les cellules basale
s et la membrane sous
urothéliale (Bassuk et al., 2000; Hudson et aï., 2005).
Modèle d’invalidation du gène
SPARC se lie à diverses cytokines dont fGf2, PDGf et VEG
f, abrogeant
l’interaction avec leurs récepteurs respectifs, supprimant
ainsi leur potentiel
mitogénique. Ceci rajoute une dimension à la fonction d
e SPARC en tant que
régulateur de comportement cellulaire. SPARC peut auss
i contrôler l’activité de
TGfB. En effet, une concentration réduite de TGfB fut mes
urée dans les cellules
rénales d’animaux invalidés pour SPARC (SPARCj (Br
adshaw et Sage, 2001;
Brekken et Sage, 2001). Cet effet est contré par l’ajout de
protéine recombinante
SPARC, qui induit également une augmentation de la s
ynthèse collagénique
(Brekken et Sage, 2000). Il est postulé que cet effet de S
PARC dépend d’un
assemblage inadéquat de la MEC qui résulte en une localisa
tion anormale de TGFB
qui nuit à son activation. Le processus de guérison de plai
e semble dépendre, en
partie, de la présence de cette protéine. En effet, SPARC in
fluence de nombreux
mécanismes participant à fa guérison, tels la migration et la pro
lifération cellulaires,
le recrutement et la différentiation de cellules mésench
yrnateuses ainsi que le
remodelage de la MEC. Il a été démontré que les sou
ris SPARC’ subissant de
petites plaies excisionneÏles exhibent une guérison acc
élérée où les fibrilles de
collagène nouvellement formées sont de faible diamètre (B
radshaw et al., 2002).
Cette structure de la MEC pourrait être plus permissive à la m
igration cellulaire, plus
facilement dégradée par les MMP, et possiblement plus
facile à contracter,
favorisant par le fait même la guérison. Par ailleurs, l’in
fluence de SPARC sur
l’activité de TGfB pourrait contribuer à son influence sur la
guérison tissulaire. En
effet, une inhibition locale de la signalisation de cette cyto
kine semble améliorer la
guérison. De plus, la capacité de SPARC à inhiber PDG
F, FGf2 et VEGf, des
cytokines nécessaires à la guérison, peut justifier comm
ent l’absence de SPARC
peut accélérer le processus. À l’inverse, fa fermeture d’une grande plaie excis
ionelle
de 25 millimètres (mm) était retardée chez des souris SPA
RC’ (Basu et aï., 2001).
A-’
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Ce retard fut attribué à un défaut de migration des fibrob
lastes dermiques menant à
un délai de la formation de tissu de granulation et des com
posants de la MEC. En
effet, l’expression des transcrits de la fibronectine et du colla
gène de type al(I) était
retardée dans les plaies de souris SPARC-t En revanc
he, la contraction et
l’épithélialisation ont progressé normalement. La raison pour
laquelle les résultats
des deux études s’opposent (Basu et al., 2001; Bradshaw e
t al., 2002) pourrait
relever de la taille des plaies. La perte .du caillot de fibrine et de
la nouvelle couche
épithéliale fut notée à quelques reprises dans les grandes pla
ies, mais pas dans de
plus petites (6 mm) (Basu et al., 2001). Vu le rôle de SPARC en
tant que protéine
matricielle, des défauts liés à l’interaction cellule-matrice po
urraient influencer
significativement la guérison de grandes plaies chez les so
uris SPARC’, causant
une perte prématurée du caillot et du nouvel épiderme pro
longeant ainsi le processus
de guérison. Un même défaut pourrait passer inaperçu dan
s les petites plaies où
1’ épithélialisation est de moindre envergure.
Finalement, puisque THBS2 et SPARC partagent un rôle dans
l’induction de
la dissociation cellulaire, Puolakkainen et cou. (2005) ont in
vestigué la réponse de
souris, invalidées à la fois pour THBS2 et SPARC, au trau
ma cutané. Ils ont noté
une guérison de plaie rapide due à une épithélialisation acc




LUM est un PG à base de kératanes sulfates, membre de la f
amille des petits
PG interstitiels riches en leucine (SLRP). Plus de 25 gè
nes distincts du génome
mammifère codent pour un noyau protéique ayant a
u moins une chaîne
glycosaminoglycane (GAG) qui, par liaison covalente ou non,
forme un PG (Iozzo et
Murdoch, 1996; Voet et Voet, 1998). Les PG sécrétés dans
l’enviroimement péri
cellulaire sont classés dans deux sous-familles selon la
structure générale et les
propriétés biologiques de leur noyau protéique, soit : les
SLRP et les petits PG
modulaires. Les SLRP sont des petits PG omniprésents, aya
nt un noyau protéique
comprimé où s’alternent des résidus d’acides
aminés hydrophobiques et
44
hydrophiliques. La sous-famille SLRP
compte la déconne, la biglycane, la
fibromoduline, LUM et “epiphycan” ou PG
-Lb comme membres.
Structure du gène et focalisation chromoso
mique
Les SLRP seraient situés sur au moins t
rois chromosomes, la déconne et
LUM étant sur le même soit, respective
ment entre 12q21 et 12q23 chez l’homm
e
(Danielson et aÏ., 1993; Grover et aÏ., 1
995) ainsi que sur une région synthétique du
chromosome 10 chez la souris (Scholze
n et aL, 1994; Chakravarti et Magnuson
,
1995). Quant à eux, biglycane et fi
bromoduline sont respectivement sur l
e
chromosome X et 1q33 humain (McBr
ide et aï., 1990; Sztrolovics et al., 1994).
Chez l’homme, LUM et la fibromodulin
e sont codés par trois exons dont la régio
n
avec des répétitions riches en leucin
es (LRR) se retrouve dans l’exon centra
l
d’environ 1 kb (Antonson et al., 1993; G
rover et aï.. 1995). Le premier intron de
LUM humain de 2,2 kb se trouve à 21 p
aires de bases (pb) devant le site d’initiation
de la traduction et le deuxième intron de 3,
5 kb se situe à 152 p5 avant les codons de
terminaison (Grover et al., 1995). Le
gène LUM humain est constitué de 7,5 kb
(Grover et al., 1995).
• Protéine (motif, structure et fonction)
Le noyau protéique est constitué de t
rois régions N-terminale (Figure 3;
NH2), domaine central et C-terminal
e (figure 3; COOH). La région N-termina
le
contient les chaînes GAG ou de ty
rosine sulfate (Figure 3; Y) chargées
négativement. Le domaine central est
constitué d’un nombre variable de LRR
(Figure 3; ellipse noir) flanquées d’amas
de cystéines (Figure 3; C), responsables de
la majorité des rôles biologiques de LU
M. Les fonctions de fa région C-termin
ale
sont très peu connues (Iozzo et Mur
doch, 1996). La région N-terminale de l
a
déconne, de la biglycane et de “epip
hycan” est constituée d’une à deux chaî
nes
GAG qui deviendraient des dermatane
s sulfates (DS) ou des chondnoïtines sulfat
es.
Les DS sont constitués de plusieurs r
épétitions de disaccharides d’acide iduroni
que
et de GaÏNAc. À l’opposé, la fibronectine et LUM
ont des tyrosines sulfates qui
apporteraient un domaine négatif sembl
able aux autres PG de la même sous-fam
ille.
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Cette région serait directement impliqué
e lors d’interactions avec les domaines
cationiques de la MEC ou avec les prot
éines à la surface cellulaire. La région
centrale des SLRP est un domaine avec
quatre amas de résidus de cystéines
fortement conservés et espacés d’enviro
n 20 aa (figure 3). Parmi les SLRP,
l’homologie de la section centrale est de
80%. La fibronectine et LUM sont
particuliers puisqu’ils ont des chaînes de k
ératanes sulfates (figure 3; zigzag) N-
liées dans cette région. Chez les protéine
s avec des LRR. les amas de cystéines
apporteraient des propriétés adhésives (Kobe
et Deisenhofer, 1994). “Epiphycan” est
le seul SLRP à avoir huit LRR alors que to
us les autres, incluant LUM, ont dix LRR.
Plus de 40 produits géniques contenant des
LRR ont été trouvés, ceux-ci étant
présents dans les domaines intracellulair
e, transmembranaire ou comme éléments
sécrétés par des cellules mammifères, végét
ales ou encore par des procaryotes et des
levures (Kobe et Deisenhofer, 1994). Une LR
R peut présenter entre 20 et 29 résidus
d’aa, tandis que les SLRP possèdent génér
alement 24 aa. LUM et la fibromoduline
présentent de très fortes similarités dans le
ur séquence protéique (Antonson et aï.,
1993; Grover et al., 1995). Les différents
rôles que joue LUM dans la fibrillogénèse
du collagène peuvent être attribués à ch
acune de ses sous-unités, soit son noyau
protéique et ses chaînes GAG. Le noyau
protéique de LUM interagirait avec le
collagène afin de limiter le diamètre de ses
fibrilles (Rada et al., 1993), tandis que
ses chaînes GAG, grâce à leur capacité de
rétention d’eau, contrôleraient la distance
entre les fibrilles de collagène (Scott, 1991).
Ces fonctions prodigueraient à LUM la
capacité d’assurer, entre autres, la transp
arence cornéenne ainsi que la force tensile
de la peau.
• Localisation et expression tissulaire/ce
llulaire
LUM est présent en grande quantité dans
une variété de tissus conjonctifs où
il peut se lier au collagène, notamment dans
le stroma de la cornée et dans la matrice
interstitielle collagénique du coeur, de l’aort
e, des muscles squelettiques, de la peau
et des disques intervertébraux (Chakravarti
et Magnuson, 1995).
. Variation expression protéine/ARNm (in
vitro/in vivo)
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Des études ont été effectuées pour analyser le contenu d’ARNrn de la M
EC
pour une meilleure compréhension du processus de la guérison ligame
ntaire. En
effet, il a été démontré que les concentrations tissulaires dARNrn pour
LUM sont
élevées de façon significative (280%) à à la troisième et la sixième semaine
suivant
une lésion ligamentaire chez le lapin et que les valeurs normales (contrôl
es) ne sont
retrouvées que huit semaines plus tard (Boykiw et al.. 1998). Boykiw et
coli. (1998)
attribueraient cette modification de l’expression de LUM à un changem
ent dans
l’assemblage de la MEC durant la guérison ligamentaire, puisque LUM
inhiberait la
fibrillogénèse de collagène in vitro (Rada et al., 1993).
• Modèle d’invalidation du gène:
Selon Ezura et cou. (2000), l’absence de LUM chez des modèles d’animaux
transgéniques résulterait en une fragilité accrue de la peau en rai
son d’une
défectuosité de la fibrille collagénique. Divers mécanismes qui sous-tend
ent le
processus de guérison de plaie peuvent dépendre, en partie, de la présence
de LUM.
Par exemple, LUM encourage la réponse inflammatoire de la corné
e via une
modulation du recrutement de leucocytes, de leur synthèse de m
édiateurs
inflammatoires dont TNF et ILÏB, ainsi que de Ï’apoptose. À cet effet, la guérison
cornéeime est ralentie chez la souris invalidées pour LUM (LUMj
(Vij et al.,
2005). De plus, la présence de LUM dans ce tissu favorise l’adhé
sion et/ou la
migration des cellules épithéliales durant la phase proliférative; l’absence
de LUM
retarde donc l’épithélialisation cornéenne (Saika et al., 2002; Yeh
et al., 2005).
finalement, LUM participe à la phase de remodelage via ses effets détenn
inants sur
la fibrillogénèse du collagène. Il appert donc que la contribution de
LUM à la
guérison s’échelonne sur toutes les phases en raison des divers rôles qu
’il joue.
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Structure de “thrombospondin” (THBS). a) “thrombospondin 1” (THBSI) et
‘thrombospondin 2” (THBS2). b) “thrombospondin 3” (TFfflS3), “thrombospondin
4” (THBS4) et “cartilage oligomeric mati-ix protein” (COMP). Domaines de
THBS: N-terminal (NI-12); pont disulfiire inter-chaîne (S); domaine pro-collagène
(PC); répétition de type I (I); répétition de type 11(11); répétition fixant le calcium
(III); séquence d’arginine, de glycine et d’acide aspartique (RGD); C-terminal
(COOH). Le nombre d’acides aminés de chaque domaine de TKBS2 chez la souris
est indiqué sous la figure a). La région RGD est présente sur la troisième répétition
de type III de COMP humain et bovin, de TFIBS4 humain, mais elle est absente de
THBS3 chez la souris. Les cercles du domaine N-terminal illustrent ta variation du
domaine pour THBS3, THBS4 et COMP. Cette figure a été modifiée de la figure 1





Structure de “Secreted Proteïn, Acidic and Rich in Cysteine” (SPARC). Le
domaine N-terminal (NH2); domaine I est constitué des acides aminés 3 à 51
(cylindre); le domaine H est constitué des acides aminés 52 à 132 est en rouge sauf
le peptide cationique constitué des acides aminés 55 à 74 (vert) et le peptide formé
des acides aminés 113 à 130 (noir) avec une section de sa séquence d’acides aminés
constituée de glycine, d’histidine et de lysine (GKK); le domaine III (EC) est











acides aminés 255 à 274 (jaune) domaine C-terminal
(COOH). Cette figure a été




O -Répélilion riche en ï -Tyrosute sulfateleucutes
C -Résidu
-Kérataite Sulfàte
Figure 3 Structure de lumican (LUM). La
séquence générale d’une répétition riche en
leucines est indiquée dans le rectangle. Région N-t
erminal (NI-12); C-teminat
(COOH). Cette figure a été modifiée à partir de la f
igure I de lozzo et Murdoch
(1996).
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1.5 Hypothèse et objectif
Notre hypothèse générale sous-tend que Fexpression temporelle des gènes
pour THBS2, SPARC et LUM chez le cheval diffère entre des plaies du thorax qui
guérissent normalement et celles du membre qui subissent des délais de guérison.
Nos hypothèses spécifiques sont que
1) L’expression de THBS2 diminuera légèrement durant la phase
proliférative puis augmentera une fois que la phase de remodelage sera amorcée, en
raison de son caractère anti-angiogénique. De plus, son expression devrait être
inférieure dans les plaies appendiculaires puisque la guérison à cet endroit est
souvent lente.
2) L’expression de SPARC sera légèrement supérieure durant la phase
proliférative par rapport à la phase de remodelage, en raison du besoin accrue
d’infiltration de la plaie par les fibroblastes. De plus, son expression devrait être
supérieure dans les plaies appendiculaires puisque la guérison à cet endroit est
souvent lente.
3) L’expression de LUM ne changera pas sur le temps puisqu’il est déjà
fortement exprimé de manière constitutive dans la majorité des tissus. De plus, son
expression devrait être supérieure dans les plaies appendiculaires puisque la guérison
à cet endroit est souvent accompagné de surproduction de MEC chez le cheval.
L’objectif à long terme du programme de recherche est d’identifier les
fonctions de gènes clés dans les mécanismes régissant la guérison, tels
l’angiogénêse, la fibroplasie et l’épithélialisation, de façon à pouvoir positivement
influencer la guérison cutanée chez le cheval en ciblant certaines molécules. Les
objectifs précis de cette étude sont de cloner l’ADNc complet de THBS2, de SPARC
et de LUM afin d’analyser les variations d’ARNm dans le temps et diverses
conditions de guérison, soit, les plaies au thorax qui guérissent normalement, les




2.1 Modèle animal et échantillons
Quatre juments “Standardbred” âgées de deux à trois ans ont été utili
sées
pour l’expérimentation qui respectait les politiques et les normes de
l’Université de
Montréal, en conformité avec les principes et recommandations
du ‘Conseil
canadien de protection des animaux” (CCPA).
Avant le début du projet, les animaux ont été vaccinés contre le tétan
os.
l’influenza et le virus du Nu. Durant l’échantillonnage, les juments o
nt eu accès au
foin et à de l’eau ad libitttrn. Les animaux ont été examinés quotidienne
ment afin de
déceler des signes d’inconforts, des maladies systémiques ou un d
éplacement du
bandage.
Les animaux ont reçu une sédation intra-veineuse (I.V.) au chlorhydra
te de
détomidine (4 mg I.V.) et au tartrate de butorphanol (10 mg I.V.). Les
poils de
l’aspect dorso-latéral des deux métacarpes et d’un hémi-thorax ont
été enlevés au
rasoir électrique. Les sites chirurgicaux ont été préparés aseptiqu
ement puis une
anesthésie locale a été exécutée à l’aide de chlorhydrate de Ïidocaïne
(Lurocaïne®
20 mg/mL) à raison de 20 millilitres (mL) par site. Cinq plaies ex
cisionelles pleine
épaisseur de 6,25 centimètres carrées (cm2), espacées de 1,5 centimèt
res (cm), ont
été créées avec un scalpel et ont guéri par deuxième intention. La p
eau excisée de
toutes les plaies (semaine 0) a été conservée comme échantillon de
peau normale
(PN). Toutes les juments ont eu un membre bandé (choisi de faç
on aléatoire) en
période post-opératoire pour induire fa formation d’un tissu de granu
lation exubérant
et favorisant la cicatrisation pathologique “bouton de chair” (Barber,
1990; Theoret
et aL, 2002). Ces bandages ont été changés au moins trois fois par se
maine jusqu’à
la fermeture complète de la plaie.
Une plaie par groupe (thorax (T), membre non-bandé (M) et membre
bandé
(MB)) a été prélevée sur tous les animaux aux temps suivants sem
aines 1, 2, 3, 4 et
6. Les échantillons du groupe MB représentent le modèle de bouton
de chair. Pour
éviter d’exacerber l’inflammation, chaque plaie, débutant par la
plus distale, n’a été
prélevée qu’une seule fois. Un échantillon de pleine épaisseur de h
uit millimètres
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(mm) (trois à quatre millimètres de bord de plaie et trois à quatre millimètres de tissu
de granulation au centre de la plaie) a été récolté grâce à un poinçon suivant la
sédation et lanesthésie locale mentionnés plus tôt (Theoret et al., 2001; Theoret et
al.. 2002). Toutes les biopsies ont été lavées dans une solution saline froide.
congelées dans l’azote liquide et conservées à -80°C jusqu’à l’extraction d’acide
ribonucléique (ARN).
2.2 Extraction de l’ARN
Comme le résume la figure 4, l’extraction d’ARN total a été réalisée à partir
des échantillons de PN ou de bord de plaie (BP) récoltées à la section 2.1.
L’extraction d’ARN total a été réalisée en suivant le protocole de Chornczynski et
$acchi (1987), légèrement modifié. Le tissu a été homogénéisé dans 3 mL du
tampon dénaturant contenant 4 molaire (mol!L) d’isothiocyanate de guanidium,
0,5% du N-laurylsarcosine de sodium, 0,1 mol/L de t3-mercaptoéthanol et 25
millimolaires (mM) du citrate de sodium, pH 7 à l’aide d’un polytron (Kinematica
Inc., Newark, NJ). L’homogénat a été déposé sur un coussin de 5,6 mol/L de
chlorure de césium, de 0,1 mol/L d’acide éthylène-diamine-tétracétique (EDTA) et
centrifugé (267 000g, à 20°C) pendant 4 heures. Le culot d’ARN total a été re
suspendu dans le tampon dénaturant puis extrait au phénol-chloroforme, suivi d’une
précipitation de l’ARN (Sambrook et Russeli, 2001). La concentration de l’ARN
total a été déterminée par densité optique (D.O.) à 260 nanomètres (nm). La qualité
de l’ARN isolé a été vérifiée d’une part par le ratio D.O. 260 nmID.O. 280 nm et
d’autre part en examinant les bandes d’ARN ribosomales de 28$ et de 18$ après la
migration d’un microgramme (jig) sur un gel dénaturant de 1% d’agarose contenant
0,74 mol/L de formaldéhyde, 40 mM de MOPS, 0,01 mM d’acétate de sodium et 0,2
mM de EDTA, pH 8. Ces échantillons ont migré à 90 volts (V) pendant environ trois
heures puis furent visualisés suite à un transfert sur membrane de nylon chargée
(Amersham Biosciences, Bucks, UK) effectué toute la nuit avec le tampon 1 DX SSC
contenant 1,5 mol/L de NaC1, 0,15 mol/L de citrate de sodium, pH 7, et 0,5% de
dodécyl sulfate de sodium (SDS) (Sambrook et Russeil, 2001). Après le transfert, la
membrane a été rincée dans le tampon 2X S$PE contenant 0,3 mol/L de NaC1, 0,023
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mol/L de NaH2PO4 x H20 et 1.7 mM de EDIA, pH 7,4. Par la suite, l’ARN a été
fixé sur la membrane grâce à une exposition aux rayons ultra-violet (UV) de 150
millijoules (mJ) (“Spectrolinker’; $pectronics Corporation, Westbury, N.Y.) puis
révélé avec une solution colorante contenant 0,02% de bleu de méthylène et 0.3
rnol!L d’acétate de sodium, pH 5,5.
2.3 Préparation des sondes
Les sondes d’ADNc utilisées dérivaient d’une étude antérieure ciblant
l’identification de gènes différentiellement exprimés lors de la guérison cutanée chez
le cheval (Lefebvre-Lavoie et aÏ., 2005) (figure 4). Un microlitre (j.tL) de ces
fragments d’ADNc BP (septième jour) du thorax JLL12-H9, JLL1I-C2 et JLL6-C5
respectivement correspondant à SPARC, à LUM et à THBS2 ont été amplifiés par
PCR dans une réaction totale de 50 jiL afin d’obtenir suffisamment d’ADNc pour
générer des sondes. Cette amplification a été effectuée grâce à 25 cycles de PCR à
94°C, 15 secondes (sec); 68°C, 30 sec; 72°C, 90 sec à l’aide d’un appareil de type
Mastercycler® (Eppendorf AG, Allemagne). Les amplicons ont été séparés sur un
gel de 2% d’agarose contenant 0,1 g/mL de bromure d’éthidium (EtBr) dans le
tampon iX TAE contenant 40 mM de Tris-Acetate et un micromolaire de EDTA
puis ont migré à 80 V pendant environ quatre heures afin d’être visualisés par une
exposition du gel aux UV à l’aide du AlphalmagerTM 2200. Les fragments d’ADNc
ont été extraits du gel d’agarose (“QlAquick Gel Extraction Kit”, Qiagen Inc.,
Mississauga, ON). La concentration des échantillons d’ADNc a été estimée à l’aide
de plaques de EtBr (Sambrook et Russell, 2001). Une courbe standard a été tracée à
partir du poids moléculaire en fonction du déplacement sur le gel (Ri) de chaque
fragment du marqueur de poids moléculaire Ï kb (Invitrogen). Avec cette courbe, le




Étude antérieure Transformation en ADNc





















(T, M, MB Semaine 0-4 et 6
PNvsBP)
figure 4 Schéma résumant les étapes de la méthodologie.
Type de biopsie: Peau normale (PN) et bord de plaie (BP)
Site de biopsie Thorax (T), membre sans bandage (M) et membre avec
bandage (MB).
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2.4 Analyse par “Northern” virtuel
L’analyse de l’expression génique fut réalisée p
ar “Northern” virtuel pour
déterminer le poids moléculaire de l’ADNc pleine
longueur. Pour ce faire, trois
pools différents d’ARN totaux ont été formé
s en regroupant un microgramme
d’ARN total d’échantillons de guérison norma
le du thorax (n 4); de guérison
normale d’un membre (n = 4); ou de guérison a
vec bouton de chair à un membre (n
= 4), à chacune des semaines de guérison. Le “ra
ssemblement” d’échantillons fut
réalisé afin de minimiser la variation inter-animal
e ainsi que les coûts et le temps
requis pour convertir l’ARN en ADNc. De chacu
n de ces pools, un microgramme
d’ARN total a été transformé en ADNc à l’aide d
e la trousse “SMART PCR cDNA
synthesis” (Clontech Lab mc, Palo Alto, CA, USA
) (f igure 4 et Tableau II). Donc,
les échantillons d’ADNc simple brin ont été am
plifiés par PCR dans une réaction
d’un volume total de 100 jiL. La réaction
de PCR a été exécutée avec une
dénaturation à 95°C d’une minute (mm), suiv
it de 19 cycles de PCR à 95°C, cinq
secondes; 65°C, cinq secondes; 68°C, six minu
tes à l’aide d’un appareil de type
Mastercyclei®. L’ADNc de ces amplicons a été
concentré grâce à une extraction au
phénol-chloroforme. Ces amplicons purifiés ont
migré sur un gel de 0,8% d’agarose
contenant 0,1 jig/mL de EtBr dans un tampon
de 0,5X TBE contenant 45 mM de
Tris-Borate et un millirnolaire de EDTA puis à
80 V pendant quatre à cinq heures et
visualisés aux UV. Suite à la visualisation, le ge
l a été lavé 30 min dans le tampon
de 0,SX TBE, puis deux fois pendant 15 à 20 m
in dans le tampon de transfert alcalin
contenant 0,4 normale (N) de NaOH et un molair
e de NaCl. Le transfert alcalin a été
réalisé pendant toute la nuit sur une memb
rane de nylon chargée (Millipore
Corporation, Bedford, MA). Après le transfer
t, la membrane a été lavée dans une
solution contenant 0,5 mol/L du Tris, pH 7,5
, un molaire de NaCl puis l’acide
désoxyribonucléique (ADN) a été fixé sur la me
mbrane stiite à deux expositions aux
UV de 150 mi.
La membrane a été pré-hybridée dans 20 mL de
4X SET contenant 0,6 mol/L
de NaC1, quatre millimolaires de EDTA, 0,12
M de Tris pH 7,4, 0,1% de NaPP,
0,2% de SDS et 500 jig/mL d’héparine à 68°C
pendant environ quatre à six heures
dans un four à hybridation (“Isotemp”; f is
her $cientific International, Hampton,
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NH). Environ 100 nanogrammes (ng) de chacune des sondes préparées à la section
2.3, a été marqué par l’incorporation de dCTP-aP32 selon les directives de la trousse
“Megaprime DNA tabelling system” (Amersharn Biosciences, Piscataway, NJ). Les
sondes d’ADNc radioactives ont été purifiées selon le protocole ‘QlAquick
Nucleotide Removal Kit” (“QlAquick Spin Handbook”, Qiagen Inc.). Les sondes
d’ADNc ont été dénaturées (100°C, cinq minutes) puis ajoutées à 15 mL de solution
d’hybridation qui contenait en plus 10% de dextran sulfate comparativement à la
solution de pré-hybridation. Lhybridation a été effectuée à 68°C pendant environ 16
heures. La membrane a été lavée, à 68°C, initialement dans une solution de 2X SSC
contenant 0,3 mol/L de NaCI, 0,03 mol/L du citrate de sodium pH 7 et 0,1% de SDS
pendant 20 min puis par deux lavages de 45 min à l’aide de la solution de 0,ÏX SSC
contenant 15 mM de NaC1, 1,5 mM de citrate de sodium pH 7 et 0,1% de SDS. La
membrane a été exposée à un écran de captage de rayonnement 13 (Amersham
Biosciences) pendant au moins quatre heures suivit d’une lecture au “Storm $40”
(Amersham Biosciences). Une courbe standard a été tracée comme à la section 2.3.
Avec cette courbe, le poids moléculaire de chaque transcrit a été déduit avec leur Rf
minimal et maximal qui ont été mesurés à partir de l’hybridation sur la membrane.
Tableau II Liste d’amorces de la trousse “SMART PCR cDNA synthesis”
Noms Séquences (5’ vers 3’)
BD SMART IITM A Oligonucleotide AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG
Nested PCR primer I TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT
Nested PCR primer 2R AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT
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2.5 Mini-génothèque
Une mini-génothèque a permis d’obtenir l’ADNc complet, de se renseigner
sur la longueur du transcrit et de détecter la présence d’isoformes suite à un épissage
alternatif. L’analyse initiale de l’ADNc par “Northern” virtuel a permit de détecter
un transcrit de 1600 à 1975 pb. de 2150 à 2300 pb et de 2275 à 2400 ph s’hybridant
à une sonde d’ADNc correspondant à LUM, à THBS2 et à SPARC, respectivement.
2.5.1 Fabrication de la mini-génothèque d’ADNc
Pour obtenir la mini-génothèque, le protocole établit par Lévesque et coll.
(2003) a été suivi. Alors, nous avons refait les étapes d’amplification et de migration
décrite à la section 2.4. Le gel obtenu a ensuite été exposé aux uv à l’aide d’un
appareil de type fOTO/UV 26 (fotodyne. Hartiand, WI). La ou les sections de
l’échantillon correspondant au poids moléculaire de chaque transcrit ont été
découpées du gel d’agarose (sous les UV) et purifiées (“QlAquick Gel Extraction
Kit”, Qiagen Inc.) afin d’obtenir les ADNc souhaités. Par la suite, deux microlitres
de l’ADNc purifié a été amplifié par PCR dans une réaction totale de 50 pi grâce à
une dénaturation à 95°C d’une minute, suivi de 12 à 15 cycles de PCR à 95°C, cinq
secondes; 65°C, cinq secondes; 68°C, six minutes à l’aide d’un appareil de type
Mastercycler®. Dix microlitres de l’amplicon ont été séparés sur un gel de 0,8%
d’agarose contenant 0,1 tg/mL de EtBr dans le tampon de 1X TAE, ont migrés à
120 V pendant deux à trois heures puis ont été transférés sur une membrane comme
dans la section 2.4. Cette membrane a servi comme contrôle positif de la génothèque
lors de l’hybridation par une sonde spécifique. Le reste de l’amplicon, provenant de
la réaction totale de 50 jiL, a été purifié selon le protocole “QlAquick PCR
purification Kit” (Qiagen Inc.) et la quantité d’ADN a été estimée à l’aide de plaques
de EtBr comme à la section 2.3.
57
2.5.2 Clonage
Par la suite, quatre microlitres de la purification, de la
section 2.5.1, ont été
clonés avec la trousse “QIAGEN PCR cloning Kit” (Qia
gen Inc.). Environ cinq à dix
microlitres de la ligation ont été utilisés pour tra
nsformer des bactéries DH5a
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) selon les recomm
andations du manufacturier
(figure 4). Par la suite, entre 100 à 125 tL de cette tran
sformation ont été étalés sur
une gélose de 3,4-cyclohexenoesculetin-3-D-ga1a
ctopyranoside (S*Gal)TM/Luria
Bertani (LB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) conten
ant 40 tg/mL de kanamycine
(Kan) (Sigma-Aldrich) puis incubés à 37°C pour toute la
nuit. Les colonies blanches
représentent les bactéries ayant le plasmide pDrive qu
i a incorporé un fragment
d’ADN tandis que les bactéries avec un plasmide pD
rive seulement forment des
colonies noires.
2.5.3 Criblage de la mini-génothèque d’AUNc
Chaque clone positif obtenus suite à la transformation, d
écrite à la section
2.5.2, a été piqué avec un cure-dent stérile individuel
lement, l’extrémité infectée du
cure-dent a été tempée dans un puit d’une plaque à 96
puits contenant 200 rL du
milieu Hoggness puis les plaques à 96 puits ont été in
cubées à 37°C pour toute la
nuit. Ce milieu Hoggness constitué de 15 mM de
sulfate d’ammonium, de 3,48
milligrammes (mg)/mL de potassium phosphate mon
obasique, de 0,1 mM de
MgSO4, de 9,6 mg/mL de potassium phosphate dibasiq
ue, d’une dilution 11/125 de
glycérol ReagentPlusTM (Sigma-Aldrich) et de 35 1g
/mL de Kan. Après cette
incubation, les plaques à 96 puits ont été piquées avec
un repiqueur pour déposer
environ un microlitre sur une membrane de nylon cha
rgée se retrouvant au-dessus
d’une gélose de 30 mL LB contenant 0,01 g/mL de BD b
acto-tryptone, 0,005 g/mL
de BD bacto-yeast extract (BD Biosciences), 0,17 mol/L
NaCl pH 7,0 et 35 ig/mL
de Kan. Les membranes ont été incubées à 37°C pendan
t huits heures. Les plaques à
96 puits ont été scellées puis conservées à -80 °C. Le
s membranes contenant les
colonies bactériennes repiquées ont été retirées des plaq
ues et marquées à l’aide d’un
stylo à bille vis-à-vis dc chaque colonne et ligne d
e repiquage pour permettre un bon
alignement des colonies bactériennes sur la membran
e de nylon avec celles se
5$
trouvant dans les plaques de 96 puits. Les membranes sont ensuite été lavées (afin de
dénaturer les colonies bactériennes), premièrement en les faisant flotter pendant neuf
minutes dans une solution de 0,5 mol/L de NaOR et de 1.5 rnot/L de NaC1 puis elles
ont été submergées pendant une minute dans cette même solution. Par la suite, les
membranes ont été submergées dans une solution contenant 0,5 mol/L de Tris-HC1
et de 1,5 mol/L de NaC1 pendant trois minutes puis elles ont été remises dans la
première solution pendant cinq minutes. Les membranes ont été lavées dans la
solution contenant 0,5 mof/L de Tris-HCI et de 1,5 mol/L de NaCY pendant trois
minutes dans deux contenants différents. Les membranes chargées ont été mises
dans une solution contenant 2X SSC pendant deux minutes. Une fois ces membranes
séchées, l’ADN a été fixé comme décrit à la section 2.4. Ces membranes ont servi à
l’hybridation à l’aide d’une sonde spécifique. La pré-hybridation, la synthèse de la
sonde radioactive, l’hybridation, les lavages, l’exposition à l’écran de captage et le
traitement au “$torm $40’ de ces membranes ainsi que pour les contrôles positifs de
la section 2.5.1, ont été effectués comme décrit à la section 2.4 sauf que le four à
hybridation “Isotemp” a été réglé à 65°C au lieu de 68°C et l’hybridation a été
effectuée sans dextran sulfate 10% (figure 4). Chaque membrane a été piquée avec
quatre plaques différentes à quatre endroits différents de façon à pouvoir identifier le
clone qui a réagit après l’hybridation et de localiser la plaque à 96 puits où est
conservé ce clone.
Pour les clones positifs porteurs du gène recherché, la moitié des puits dans
les plaques à 96 puits conservées à -$0 °C, a été incubé dans trois millilitres LB
contenant 35 tg/mL de Kan à 37°C pour toute la nuit. Par la suite, les milieux de
culture ont été précipités par une centrifugation de 16 060g pendant dix minutes et le
culot a été traité avec la trousse “QlAprep® Spin Miniprep Kit” (Qiagen Inc.) afin
de récupérer les plasmides. La quantification d’ADN des échantillons solubilisés a
été réalisée à l’aide de spectrophotométrie à capillarité (“GeneQuant pro RNA!DNA
calculator”; Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Cinq microlitres de ces
échantillons ont été digérés par 10 untiés enzymatiques (U) de EcoRl (Invitrogen
Corporation) à 37°C pour toute la nuit. Après la digestion, ces échantillons ont été
séparés sur un gel de 0,8% d’agarose contenant 0,1 jig/mL de EtBr dans le tampon
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de iX TAE puis ont migré à 120 V comme décrit à la section 2.5.1. La digestion
permet de distinguer, sur le gel d’agarose, les plasmides pDrive vides de ceux qui
ont incorporé de l’ADN lors du clonage et le poids moléculaire du fragment inséré.
2.6 Séquençage et analyse d’homologie
Cinq microlitres de l’échantillon à 0,1 tg/tL non-digéré, de la section 2.5.3,
ont été séquencés grâce à la méthode de séquençage “dideoxy” (Big Dye Terminator
3.1, ABI Prism; Applied Biosystem PE, Branchburg, NJ) avec les amorces Nested
PCR primer 1 et 2R (figure 4 et Tableau II) à une concentration finale de 0,16
micromolaire (tM) (Lefebvre-Lavoie et aÏ., 2005). Les produits de la réaction de
séquençage ont été analysés avec “ABI Prism 3 10 Sequencer” (Applied Biosystem
PE). L’analyse d’homologie de la séquence nucléotidique a été effectuée dans les
banques de données NR de GenBank avec la fonction BLAST
(http ://www.ncbi.nlm.nih. ov/BLAST, dernière consultation: 07/02/2006) (figure
4). La valeur E représente une valeur statistique. La fonction BLAST rapporte la
valeur E plutôt qu’une valeur de probabilité (p) parce qu’il est plus aisé de saisir une
différence entre une valeur E de 5 comparé à 10 qu’une valeur de p de 0,0993
lorsque comparée à 0,99995. Toutefois, lorsque E < 0,01, les valeurs E et p sont
pratiquement identique. La relation entre les valeurs E et p est définie par l’équation
p = 1-e. Les séquences d’ADNc ont été considérées homologues lorsqu’elles
avaient au moins 80% (valeur de E d’environ 1e’45) de leurs paires de bases
semblables aux séquences de GenBank humaines, bovines, canines et murines
possédant toute la région codante du gène ou “open reading frame” (ORF). Des
amorces (Invitrogen Corporation) sens et anti-sens ont été commandées à partir des
résultats du séquençage de façon à poursuivre jusqu’à l’obtention de 1’ORF partiel
de THBS2, de l’ORF complet de LUM et de SPARC (Tableau III). Pour THBS2,
des amorces (Invitrogen Corporation) sens et anti-sens supplémentaires ont dû être
commandées pour obtenir toute la partie 5’ de I’ORF (Tableau III). Les amorces
anti-sens ont été déduites à partir de l’extrémité 5’ de THBS2 précédemment
séquencée, tandis que les amorces sens ont été déduites à partir des séquences
nucléotidiques homologues humaines et bovines pour obtenir un fragment d’environ
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Ï à 1.8 kb suite à une amplification par PCR dans une réaction d’un v
olume total de
50 tL. Les échantillons utilisés ont été celles où l’ARNrn de THBS2
aurait le plus
de chance d’être complet donc, au moment où l’angiogénêse devrait
être terminée.
Alors, l’échantillon de bord de plaie au thorax récolté à la troisième sem
aine (T3BP)
et de bord de plaie aux membres non-bandés récolté à la quatrième sem
aine (M4BP).
Cette réaction de PCR a été exécutée avec une dénaturation à 95°C
d’une minute,
suivie de 40 cycles de PCR à 95°C, cinq secondes; 65°C, cinq secon
des; 68°C, 90
sec à l’aide d’un appareil de type Mastercycler®. Vingt-cinq m
icrolitres de ces
amplicons ont été séparés sur un gel de 1,5% d’agarose contenant 0,1 ig
/mL de EtBr
dans un tampon de IX TAE puis ont migrés à 120 V comme décrit
à la section 2.5.1.
Après la visualisation, les fragments d’ADNc de 1 à 1,4 kb de T3BP
et de M4BP ont
été extraits du gel d’agarose comme à la section 2.3. Par la suite,
l’éluat du Gel
Extraction” du mélange des fragments de T3BP et de M4BP a été
séquencé par la
méthode “dideoxy” avec les amorces (Invitrogen Corporation)
sens et anti-sens
précédemment utilisées dans l’amplification, à une concentration
finale de 0,16 jiM
au volume total de 50 tL (Tableau III).
Tableau III Liste d’amorces sens (-A) et antisens (
-1) utilisés pour le séquençage, la
validation et l’analyse de l’expression temporelle de “gly
ceraidehyde-3-
phosphate dehydrogenase” (GAPDH), de “Secreted Prote
in, Acidic and Rich
in Cysteine” (SPARC), de lumican (LUM) et de “thr
ombospondin 2”
(THBS2i.


















2.7 Analyse de l’expression génique temporelle (par RT-PCR semi
quantitatif)
L’analyse de l’expression temporelle de SPARC, LUM et THBS2 a été
réalisée, en triplicata, à partir des échantillons d’ADNc de tissus provenant de PN
(semaine 0) et de BP (semaines 1 à 4 et 6) du thorax, des membres sans et avec
bandage. Un microlitre d’ADNc, respectif à chaque gène énuméré précédemment, a
donc été amplifié par PCR dans une réaction totale de 25 tL avec les amorces sens
et anti-sens de chaque gène (Tableau III) (Invitrogen Corporation) à une
concentration finale de 0,4 1iM (figure 4) de façon à amplifier un fragment
d’environs 500 à 800 pb. Cette réaction de PCR a été exécutée avec une dénaturation
à 95°C d’une minute, suivit d’un nombre de cycles respectif à chaque gène, soit 17,
19 et 22 cycles de PCR pour SPARC, LUM et THBS2 respectivement à 95°C, une
minute; 64°C, 45 sec; 68°C, 90 sec avec l’aide d’un appareil de type Mastercycler®.
Le nombre de cycles nécessaire pour la réaction de PCR de 100 tl du SMART est
déterminé en s’assurant que le gène contrôle constitutivement exprimé
“glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase” (GAPDH) soit de même intensité pour
tous les pools, soit entre 18 et 23 cycles avec les amorces sens et anti-sens de
GAPDH (Tableau III). Les amplicons ont été séparés sur un gel de 1,5% d’agarose
contenant 0,1 tg/mL de EtBr dans le tampon de iX TAE comme dans la section 2.6
et ils ont été visualisés aux UV. Des photos digitales ont été prises à partir de ces
gels et une analyse densitométrique des résultats a été effectuée avec le programme
NIH Image (Research Services Branch (R$B) of the National Institute of Health
(NIR) : http ://rsb. info .nih. gov/nih-irnage/, dernière consultation: 07/02/2006).
2.8 Analyse statistique
La validation a été réalisée à partir des échantillons ADNc de SPARC, de
LUM et de THBS2 de tissus provenant de PN (semaine 0) et de BP (première
semaine) du thorax et qui ont été séquencés (f igure 4). Les densités de chaque gène
(obtenues en effectuant le RT-PCR semi-quantitatif en triplicatat pour chacun des
gènes), ont été corrigées avec les valeurs des densités de GAPDH. Un test “t’
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unilatéral apparié (SAS version 8.2. Cary, NC) a été utilisé pour la comparaison du
groupe témoin de la semaine O (PN) et le groupe traité de la semaine 1 (BP). Les
effets du temps (semaine O-4 et 6) et du groupe (thorax; membre non-bandée;
membre bandée) entre les valeurs corrigées de tous les échantillons équins ont
été
vérifiées par un modèle linéaire à mesures répétées comme facteurs intra-sujet (SAS
version 8.2, Cary, NC).
3 Résultats
3.1 Clonage et caractérisation de l’ADNc équin pour THBS2, SPARC e
t
LUM
Le “Northem” virtuel a permis de déterminer le poids moléculaire
approximatif de l’ADNc pleine longueur des trois gènes étudiés chez le cheval. Les
mini-génothèques d’ADNc ont été construites selon ces poids moléculaires et leur
hybridation a permis de sélectionner les clones contenants un des gènes recherchés,
soit THBS2, SPARC ou LUM. Par la suite, leur séquençage a permis de détermin
er
la séquence en acides nucléiques de chaque gène et la traduction en acides aminé
s a
été estimée à l’aide du programme GeneDoc (Multiple Sequence Alignment Editor
& Shading UtiÏity Version 2.6002).
Les fragments d’ADNc équin JLL6-C5 de 453 pb, JLL12-H9 de 334 pb et
JLLÏ Ï-C2 dc 483 pb ont été séquencés lors d’une étude antérieure cibl
ant
l’identification de gènes différentiellement exprimés lors de la guérison de plai
es
chez le cheval à l’aide de l’hybridation soustractive suppressive (Lefebvre-Lavoi
e et
aÏ., 2005). Dans le présent travail, le fragment JLL6-C5 a été utilisé comme son
de
dans l’analyse initiale de l’ADNc par “NorthernT’ virtuel pour détecter un trans
crit
correspondant à la THBS2 ayant un poids moléculaire d’environ 2,15 à 2,3 kb à
partir d’échantillons de bord de plaies. L’ADNc d’environ 1950 à 2300 pb a
été
cloné dans des bactéries D115a, générant 1536 bactéries porteuses du plasmide ay
ant
un insert. Parmi eux, quatre clones furent détectés après le criblage de la mi
ni
génothèque d’ADNc dont deux ont été choisis pour la caractérisation de THBS2,
suite à l’analyse d’homologie. L’ADN plasmidique a été purifié pour séquencer
le
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fragment d’ADNc pour THBS2. Suite au séquençage de ce fragment et de plusieurs
amplification pour obtenir l’extrémité 5’ de la partie codante de THBS2, la
caractérisation de THBS2 équin a donné un transcrit de 4613 pb (code d’accession:
DQ976362), dont Je cadre de lecture ouvert de 2543 pb coderait pour une protéine
de $46 acides aminés. La portion 3’ non-codante de 2070 pb renferme trois signaux
de polyadénylation suivi de la queue poly-A+ (f igure 5). En alignant les séquences
d’acides aminés, il appert que la protéine partiellement séquencée de THBS2 équin a
une identité d’environ 90% par rapport des protéines semblable chez le chien (code
d’accession : XP 541204), la souris (code d’accession : AAH3 1843), le rat (code
d’accession : XP001055515), la poule (code d’accession : NP001001755),
l’homme (code d’accession : CA123645), le singe (code d’accession
XP001096616) et le bovin (code d’accession : NP 789861) (Tableau W).
Pour ce qui est de SPARC, le fragment JLLI2-H9 (Lefebvre-Lavoie et ai,
2005) a été utilisé comme sonde dans l’analyse initiale de l’ADNc par “Northem’
virtuel afin de détecter un transcrit correspondant à SPARC ayant un poids
moléculaire d’environ 2,275 à 2,4 kb, à partir d’échantillons de bord de plaies.
L’ADNc d’environ 2250 à 2700 ph a été cloné dans des bactéries, générant 1536
bactéries porteuses du plasmide ayant un insert. Panni eux, huit clones furent
détectés après le criblage de la mini-génothèque d’ADNc dont deux ont été choisis
pour la caractérisation de SPARC, suite à l’analyse d’homologie. L’ADN
plasmidique a été purifié pour séquencer le fragment d’ADNc pour SPARC. Suite au
séquençage de ce fragment, la caractérisation de SPARC équin a donné un transcrit
de 214$ pb (code d’accession: DQ521572) dont 35 pb sont en 5’ non-codant, le
cadre de lecture ouvert de 914 pb coderait pour une protéine de 303 acides aminés.
La portion 3’ non-codante de 1200 pb renferme un signal de polyadénylation suivi
de la queue poly-A+ (figure 6) De plus, l’alignement de séquence d’acides aminés,
SPARC équin démontre une identité oscillant entre 90 et 97% par rapport des
protéines semblable chez le chien (code d’accession : XP 854982), le singe (code
d’accession : XP_001 101364), le porc (code d’accession : AAX$3050), la souris
(code d’accession : XP 995119), le rat (code d’accession : NP 036788), l’homme
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(code d’accession: NPOO3 109) et le bovin (code d’accession: NP776$89)
(Tableau V).
Finalement la caractérisation de LUM a été réalisée lorsque le fragment
JLL1 1-C2 (Lefebvre-Lavoie et al., 2005) fut utilisé comme sonde dans l’analyse
initiale de l’ADNc par ‘Northern virtuel pour détecter un transcrit ayant un poids
moléculaire d’environ 1,6 à 1,975 kb, à partir d’échantillons de bord de plaies.
L’ADNc d’environ 1600 à 2000 pb a été cloné dans des bactéries, générant 1536
bactéries porteuses du plasmide ayant un insert. Parmi eux, 12 clones furent détectés
après le criblage de la mini-génothèque d’ADNc dont deux ont été choisis pour la
caractérisation de LUM, suite à l’analyse d’homologie. L’ADN plasmidique a été
purifié pour séquencer le fragment d’ADNc pour LUM. Suite au séquençage de ce
fragment, la caractérisation de LUM équin a donné un transcrit de 1799 pb (code
d’accession : DQ33245$) dont 72 pb sont en 5’ non-codant, le cadre de lecture
ouvert de 1023 pb codant pour une protéine de 341 acides aminés. La portion 3’
non-codante de 703 pb renferme un signal de polyadénylation suivi de la queue
poly-A+ (Figure 7). La comparaison de la séquence d’acides aminés de LUM équin,
avec les autres espèces, démontre une identité d’environ 90% par rapport des
protéines semblable chez le chien (code d’accession : XP 539716), le singe (code
d’accession: XP 001102667 et XP 001102753), le chimpanzé (code d’accession:
XP509260 et XP 001135206), le babouin (code d’accession: A3G77273), le lapin
(code d’accession : AAC39517), la souris (code d’accession : AAH05550), le rat
(code d’accession : NP1 12312), l’homme (code d’accession : AAH35997) et le
bovin (code d’accession : NP 776359) (Tableau V).
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1 CTTTTTCGGAAAATGAAACCTGGGTGGTGGACAGCTGCACCAAGTGTACCTGCAAGAAAT
1F SEN E T W V V D S C T K C T C K Kf
61 TTAAAACCGTTTGCCACCAAATCACCTGCCCCCCAGCGACCTGTGCCAACC 3TCCTTCA
21K TV C H Q I T C P PAT C A N P SF1
121 TCGAAGGCGAATGCTGTCCGTCCTGCTTCCACTCAGCAGATGGTGAGGAGGGCTGGTCCC
41E G E C C PS C FR5 A D CE E G W S P
181 CGTGGGCAGAGTGGACCGAGTGTTCCGCCACCTGTGGGTCTGGCACCCAGCAGAGGGGCC
61W A E W T E C SA T C G S G T Q Q R G R
241 GGTCGTGTGACGTCACCAGCAACACCTGCTTGGGGCCGTCCATCCAGACGCG kTGCA
815 C D V T S N T C L G PSI Q T R A C S
301 GCCTGGGCAAATCGACAACCGCATTCGGCAGGACGGCGGCTGGAGCCACTGGTCGCCTT
1O1L G K C D N RI R Q DGG W SH W SP W
361 CGTCCTCCTGCTCCGTGACCTGTGGGGTCGGCAACATCACGCGAATCCGGCTCTGCAACT
121 S S C S V T C G V G N I T R I R L C N S
421 CGCCGGTCCCCCAGATGGGGGGCAAGAGCTGCWGGGAGTGGCCGAGAGACAAAGGCCT
141? V P Q M G G K S C KG S G R E T K A C
481 GCCAGGGTCCCCCCTGCCCGATTGATGGGCGGTGGAGCCCCTGGTCCCCGTGGTCAGCCT
161 Q G P P C P I D G R W S P W S P W S A C
541 GTACGGTCACCTGTGCTGGGGGGATCCGGGAGCGGACGCGTGTCTGTAACAGCCCGGAGC
181 T V T C A G G I R E R T R V C N S P E P
601 GGCAGTACGGAGGGAAGGCCTGCGTGGGGGACATCAA JGCATCAGATGTGCAACAAGA
201 Q Y G G K A C V G D I K E H Q M C N K R
661 GGAGCTGCCCCGTAGACGGCTGCTTATCCAACCCCTGCTTTCCGGGAGCTGAGTGCAGCA
221 S C P V D G C L S N P C F P G A E C S S
721 GCTTCCCCGATGGGTCCTGGTCCTGCGGCTCCTGCCCAGTGGGCTTCCTGGGCAACGGCA
241 F P D G S W S C G S C P V G F L G N G T
781 CACACTGCGAGGACCTGGACGAGTGTGC GGTCACAGATGTCTGCa CTCCACGAGCA
261 H C E D L D E C A V V T D V C f S T S K
841 AGGCGCACCGCTGCGTCAACACCAACCCGGGGTTCCACTGCCTGCCGTGCCCCCCTCGCT
281A R R C V N T N P G F R C L P C P P R Y
901 ACAAAGGCAGCCAGCCCTTCGGTGTCGGGCTGGAGGCGGCCAGGACCGAAAAGCAAGTGT
301KG 5 Q P F G V G L E AA R T E K Q V C
961 GTGAGCCTGAAAACC ATGCAAGGACAAGACGCACAGCTGCCACAAGCACGCAGAGTGCA
321 E P E N P C K D K T H S C H K H A E C I
1021 TCTACCTGGGCGTCTTCAGCGACCCCATGTACAAGTGCGAGTGCCAGACGGGCTACGCAG
341 Y L G V F S D P M Y K C E C Q T G Y A G
1081 GCGACGGGCTCATCTGTGGAGAGGACTCCGACCTGGACGGCTGGCCCAACAAGAI\TCTGG
361D GLIC GE D S D L D G W P N K N L V
1141 TCTGCGCCACCAACGCCACCTACCACTGCATCAAGGACAACT(*CCCTCCTGCCTAATT
381 C A T N A T Y H C I K D N C P L L P N S
1201 CTGGACAAGAAGATTTTGACAAGGACGGCATTGGCGATGCCT ACGATGACGATGACA
401 G Q E D F D K D G I G D A C D D D D D N
1261 ;:TGCGTCGATGATGAGAJ:TGCCAGCTTCTCTTCAACCCCCGTCAATTTG
421D GV D D E K D N C Q L L F N P R Q F D
1321 ACTACGACAAGATGAGGTTGGGGATCGCTGCGACAACTGCCCTTACGTGCACAACCCCG
441Y D K D E V GD R C D N C P Y V H N P A
1381 CTCAGATCGACACGGACAACAACGGGGAGGGTGACGCCTGTTCCGTGGACATCGACGGAG
461Q ID T D N N CE G D A C SV D ID CD
1441 ACGATGTCTTCAACGAGAGAGACAATTGTCCGTACGTCTACAACACTGACCAGAGAGACA
481D V F N E R D N C P Y V Y N T D Q R D T
1501 CCGACGGCGATGGCGT TGACCACTGTGAc:A CCCCCTGGTGCACAACCCCGACC
501 D G D G V G D H C D N C P L V R N P D Q
1561 AGACTGATGTGGACAATGACCTTGTGGGAGACCAGTGTGACAACAATGAAGACATCGATG
521T D V D N D L V G D Q C D N N E D IDE
1621 AGGACGGCCACCAGCAJCCAGGACAJCTGCCCTTACATCTCCAACGCCAACCAGGCCG
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541 D G H Q N N Q D N C P Y I S N A N Q A D
1681 ACCATGACCACGATGGCCAGGGTGACGCCTGTGACTCGGATGACGACAACGACGGGGTTC
561 H D H D G Q G D A C D S D D D N D G V P
1741 CTGACGACAGGGACAACTGCCGGCTCGTGTCAAACCCGGAGCAGGAGGACTCAGATGGTG
581 D D R D N C R L V S N P E Q E D S D G D
1801 ATGGGCGGGGCGATGCTTGCAAGGATGACTTTGACAATGACAACATCCCGGATATTGATG
601G R G D A C K D D F D N D NI P D ID D
1861 ACGTGTGTCCTGAAAACAATGCCATCAGTGAGACGGACTTCAGGAACTTCCAGATGGTCC
621V C P E N N A I S E T D F R N F Q M V H
1921 ACTTGGACCCCAAGGGCACCACTCAGATCGATCCCAACTGGGTCATTCGCCATCAAGGCA
641L D P K G T T Q ID P N W VI R H Q G K
1981 AGGAGCTGGTGCAGACGGCTAACTCCGACCCTGGCATCGCAGTCGGTTTTGACGAGTTTG
661E L V Q T A N S D P G I A V G F D E F G
2041 GGTCTGTGGACTTCAGCG TTTTT ACCGGGACGACGATTACGCTG
681 S V D F S G T f Y V N T D R D D D Y A G
2101 GCTTCGTCTTTGGCTACCAGTCCAGCAGCCGCTTCTATGTGGTGATGTGGAAGCAGGTCA
701 F V F G Y Q S S S R F Y V V M W K Q V T
2161 CTCAGACCTACTGGGAAGACCAGCCCACCCGCGCGTACGGCTACTCGGGCGTGTCCCTCA
721Q T Y W E D Q P T R A Y G Y SG VS L K
2221 AGGTGGTCAACTCCACCACGGGGACAGGCGAGCACCTGAGGAATGCCCTGTGGCATACTG
741V V N S T T G T G E H L R N A L W H T G
2281 GGAACACAGAGGGACAGGTTCGTACTTTATGGCATGACCCTAAAAATATTGGCTGGAAAG
761N T E G Q V R T L W H D P K N 1GW K D
2341 ACTACACCGCCTACAGGT - GACGGGTTATATAAGAGTCT
781 Y T A Y R W H L T H R P K T G Y I R V L
2401 TAGTGCATGAGGAAACAGGTCATGG CCAAACTTACG
801V H E G K Q V M A D SGP I Y D Q T Y A
2461 CGGGCGGGCGGCTGGGTCTGTTTGTCTTCTCCCAAGAAATGGTCTATTTCTCAGACCTGA
821G G R L G L f V F S Q E M V Y F S DL K
2521 AATACGAATGCAGAGATGTCTAAACCAGATTTGCTGCAATTCCAGCAACGTACTGTAGAT




































Figure 5 Séquences en acides nucléiques et aminés de “thrombospondin 2” (THBS2)
équin. L’ADNc partiel de THBS2 équin correspond à 4613 pb, dont le cadre de
lecture ouvert de 2543 pb codant pour une protéine de $46 acides aminés. La
portion 3’ non-codante de 2070 pb renferme trois signaux de polyadénylation
(AATAAA; souligné) suivi de la queue poly-A+. Les sections utilisées pour créer
les oligonucléotides ayant servies aux séquençages sont inscrites en bleu pour les
oligonucléotides sens et en rouge pour les oligonucléotides anti-sens. L’ordre de la
séquence en acides animés (chiffi-e pâle), celui de la séquence d’acides nucléiques
(chiffre en gras) sont indiquées à gauche et les chiffres en gras négatifs sont des
acides nucléiques en 5’ non-codant.
Tableau IV Comparaison par BLAST de la séquence d’acides aminés de “thrombospondin
2” (THBS2) équin avec celle des autres espèces. L’identité représente un
pourcentage estimé de l’homologie des séquences d’acides aminés équines
compareés à toutes celles du “National Center for Biotechnology Information”
(NCBI) via la fonction BLAST, la valeur E représente une valeur statistique (p = 1-
e) et la référence est le code d’accession de la protéine. Les exposants de la
colonne “Identité” représentent des protéine autres que THBS2, soit:
1. “Similar to thrornbospondin 2 precursor”




Canis familiaris 89’ 0.0 XP54 1204





Mus musculus 93 0.0 NP03571 I
95 0.0 AAH3 I $43







1M R A W I F F L L CL A G R A L A A P Q
61 CAGGAAGCCCTGCCTGATGAGACAGAGGTGGTGGAGGAAACCGTGGCTGAGGTGTCCGAG
21Q E A L P D E T EV V E E T V A E V SE
121 GTACCTGTGGGAGCCAACCCTGTCCAGGTGGAAGTAGGAGAATTTGACGAAGGTGCTGAG
41V P VGA N P V Q V E V G E IDE G A E
181 GAAGCTGAAGAGGAGGTGGTGGCTGAAAACCCCTGCCAGA]\CCACCACTGCAAACACGGC
61E A E E E V V A E N P C Q N H H C K H G
241 AAGGTGTGTGAGCTGGATGAGAACAACAGTCCCATGTGTGTGTGCCAGGACCCTACCAGC
81K V C E L D E N N S P MCV C Q D P T S
301 TGCCCTGCCCCCATTGGCGAGTTTGAGAAGGTGTGCAGCAATGACAACAAGACCTTCGAT
101 C P A P I G E f E K V C S N D N K T F D
361 TCCTCCTGCCACTTCTTTGCCACCATGTGCATCTGGAGGGCACGAAGAAGGGCCACAACG
121S S C H F FAT KG T L E G T K K G H K
421 CTCCACCTGGACTACATCGGGCCTTGCAAATACATCCCCCCCTGCCTGGACTCCGAGCTG
141 L H L D Y I G P C K Y I P P C L D S E L
481 ACCGAATTCCCCCTGCGCATGCGGGACTGGCTCAAGAATGTCCTGGTCACTCTGTACGAA
161 T E F P L R M R D W L K N V L V T L Y E
541 AGGGATGAGGGCAACAACCTTCTGACCGAGAAGCAGAAGCTGCGAGTGAAAAAGATCCAC
181R D E G N N L L T E K Q K L R V K K 1H
601 GAGAATGAGAAGCGCCTGGAGGCTGGAGACCACCCAGTGGAGCTGCTGGCCCGGGACTTC
201 E N E K R L E A G D H P V E L L A R D F
661 GAGAAGAACTACAACATGTACATCTTCCCCGTGCACTGGCAGTTTGGCCAGCTGGACCAG
221E K N Y N M Y IF P V H W Q F G Q L D Q
721 CACCCCATTGATGGGTACCTGTCCCACACGGAGCTGGCCCCACTGCGTGCACCCCTCATC
241 H P I D G Y L S H T E L A P L R A P L I
781 CCCATGGACCACTGCACCACCCGCTTCTTCCAGACCTGTGACCTGGACCATGACAAGTAC
261 P M E H C T T R F F E T C D L D H D K Y
841 ATCGCCCTTGATGAGTGGGCCGGCTGCTTCGGCATCAAGTGACGCAGGATATCGACAAGG
281 I A L D E W A G C f G I K E Q D I D K D
901 ACCTGGTGATCI CCTCCTGCCTCCTTCCTGCAGGCACACGAGAGAATTCTCACCTCTC






















Figure 6 Séquences en acides nucléiques et aminés
de “Secreted Protein, Acidic and
Ricti in Cysteine” (SPARC) équin. L’ADNc de SPARC équin c
orrespond à 2148
pb dont 35 pb sont en 5’ non-codant, un cadre de lecture ouvert
de 914 pb codant
pour une protéine de 303 acides aminés. La portion 3’ non-codant
e de 1200 pb
renferme un signat de potyadénylation (AATAAA; souligné) suiv
i de la queue
poty-A+. Les sections utilisées pour créer les oligonucléotides ayant
servies aux
séquençages sont inscrites en bleu pour les oligonucléotides sens et
en rouge pour
tes otigonucléotides anti-sens. L’ordre de la séquence en acides a
nimés (chiffre
pâle), celui de ta séquence d’acides nucléiques (chiffre en gras)
sont indiquées à
gauche et les chiffres en gras négatifs sont des acides nucléiques e
n 5’ non-codant.
Tableau V Comparaison par BLAST de ta séquence
d’acides aminés de “Secreted
Protein, Acidic and Rich in Cysteine” (SPARC) équin ave
c les séquences
d’autres espèces. L’identité représente un pourcentage estimé de l’
homologie des
séquences d’acides aminés équines compareés à toutes celles du
‘National Center
for Biotechnology Information” (NCBI) via ta fonction BLA
ST, la valeur E
représente une valeur statistique (p 1e
E) et la référence est le code d’accession
de la protéine. Les exposants de la colonne “Identité’ représ
entent des protéine
autres que SPARC, soit:
1. “Similar to SPARC precursor (Secreted protein acidic and rich in
cysteine,
Osteonectin (ON), Basement-membrane protein 40 (BM-40))’;
2. ‘SPARC precursor (Secreted protein acidic and rich in cysteine,
Osteonectin
(ON), Basement-membrane protein 40 (3M-40))”;
3. “Osteonectin”;
4. “Osteonectin precursor”

















































1M N P G A FI L L A LIS G T S G Y Y
61 TACGACGATTATGATTACAATATCCCCCTATCGATTTATGGGCGATCATCACCAAACTGT
21Y D D Y D Y NI P L SI Y G R SS P N C
121 GCACCAGAATGTAACTGCCCTGAAAGCTATCCAACAGCCATGTATTGCGATGAACTGAAA
41A P E C N C P ES Y P T A M Y C D E L K
181 CTGAAAAGTGTGCCAATGGTGCCTCCTGGAATCAAGTACCTTTACCTTCGGAATAACCAG
61L K S V P M V P P G I K Y L Y L R N N Q
241 ATTGACCATATTGATGAAAAGGCCTTTGAAAATGTAACCGATCTACAGTGGCTCATTCTA
811 D H IDE K A F E N V T D L Q W L IL
301 GATCATAACCTCCTAGAAATTCCAAGATAAAAGGAAGAGTTTTCTCTAATTGGAACACTG
1O1D H N L L E N SKI K G R V F SK L E Q
361 GAGAAACTGCACATAAATCACAACAATCAGACAGAATCTGTGGGCCCACTTCCCAAATCT
121L E K L H IN H N N Q T E SV G P L P K
421 CTGGTGGACCTGCAGCTTACTCACAACAAGATCACGAAGCTCGGCTCCTTTGATGGACTG
141 5 L V D L Q L T H N K I T K L G S F D G
481 GTAAACCTGACCATGGTCCATCTTCAACACAATCAACTGAAAGAGGATGCCATTTCAGCT
161 L V N L T M V H L Q H N Q L K E D A I S
541 GCTTTTAGAGGTCTTAAGTCCCTTGAGTACCTTGACTTGAGCTTCAATCAGATGAGCAAA
181A A F R G L K S L E Y L D L S F N Q M S
601 CTGCCTACAGGTCTCCCCGTCTCTCTTCTGGCTCTCTATTTAGACAACAATAAGATCAGC
201K L P T G L P VS L L A L Y L D N N K I
661 AACATCCCTGATGAGTATTTCAAGCGTTTTAATGGACTGCAGTATCTACGTTTATCTCAT
221 S N I P D E Y F K R F N G L Q Y L R L S
721 AATGAGCTAGCTGATGGTGGAATACCTGGAAATTCTTTTAATGTCTCCTCTCTGCTTGAG
241 H N E L A D G G I P G N S F N V S S L L
781 CTGGATCTCTCCTATAACAAGCTTAAAAACATACCGACTGTCAATGAAAACCTTGAAAAT
261 E L D L S Y N K L K N I P T V N E N L E
841 TATTACCTGGAGGTCAATGAACTTGAAAAGTTTGI\AGTAAAGAGCTTCTGTAAGATCCTG
281N Y Y L E V N E L E K F E V K SF C K I
901 GGACCTCTATCCTACTCCAAGATCAAGCATTTGCGTTTGGATGGCAATCGCCTCACCCAT
301L G P L S Y SKI K H L R L D G N R L T
961 ACTAGTCTGCCACCTGATAT ATGAATGTCTACGCGTAGCAAATGAATCACTGTTACT














Figure 7 Séquences en acides nucléiques et aminés de lumican (LUM) équin. L’ADNc de
LUM équin correspond à 1799 pb dont 72 pb sont en 5’ non-codant, le cadre de
lecture ouvert de 1023 pb codant pour une protéine de 341 acides aminés. La
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portion 3’ non-codante de 703 pb renferme un signal de polya
dénylation
(AATAAA; souligné) suivi de la queue poly-A+. Les sections utilis
ées pour créer
les oligonucléotides ayant servies aux séquençages sont inscrites en
bleu pour les
oligonucléotides sens et en rouge pour les oligonucléotides anti-sens. L’ordr
e de la
séquence en acides animés (chiffre pâle), celui de la séquence d’aci
des nucléiques
(chiffre en gras) sont indiquées à gauche et les chiffres en gras nég
atifs sont des
acides nucléiques en 5’ non-codant.
Tableau VI Comparaison par BLAST de la séquence d’a
cides aminés de lumican (LUM)
équin avec les séquences d’autres espèces. L’identité représente un p
ourcentage
estimé de l’homologie des séquences d’acides aminés équines compare
és à toutes
celles du ‘National Center for Biotechnology Information” (NCBI) via
la fonction
BLAST, la valeur E représente une valeur statistique (p = l-e) et la réf
érence est
le code d’accession de la protéine. Les exposants de la colonne
“Identité’
représentent des protéine autres que LUM, soit
I. “Similar to Lumican precursor (Keratan sulfate proteoglycan lumican,
KSPG
lum ican)”;
2. “Lumican isoform 1”;
3. ‘Lumican precursor (Keratan sulfate proteoglycan (KSPG), Corne
al keratan
sulfate proteoglycan 37B core protein’;
4. ‘Lumican isoform 2”.
Espèce Identité (%) Valeur E
Référence






















Mus musculus 85 0.0 NP_032550




88 0.0 XP 509260
Pan troglodytes
—
$$2 0.0 XPOOI 135206
72
3.2 Expression temporelle de l’ADNc pour THBS2, SPARC et LUM lors de la
guérison de plaies cutanées thoraciques, aux membres et lors de
l’induction expérimentale d’un bouton de chair
Afin de réduire les coûts et le temps nécessaires à l’utilisation de la
technologie “SMART”, l’ARN des quatre juments pour une semaine et un groupe
donné a été combiné de façon à limiter le nombre d’échantillons. Ainsi, les réplicats
obtenus pour les résultats proviennent de la répétition du RT-PCR nous donnant
comme statistique une variation inter-manipulation plutôt qu’inter-animale. Avec le
test de “t” unilatéral apparié, il n’est pas possible de vérifier la normalité des données
puisqu’il n’y a que 4 valeurs. Par contre, le test de “t” unilatéral apparié est assez
robuste pour les déviations par rapport à la normalité. Ici, l’élément important c’est
qu’il n’y a pas de réplications dans les individus puisque toutes les valeurs des
juments ont été mises ensemble. L’erreur provenait donc des erreurs de mesures ce
qui n’est pas approprié pour bien juger des différences entre les groupes. Nous seront
donc très prudent dans l’interprétation des données car il n’est pas certain que les
différences observées persisteraient avec la bonne méthodologie.
L’analyse de l’expression de l’ARNm de GAPDH équin ne démontre aucune
différence significative dans tous les groupe tous temps confondus et à tous les
temps tous groupes confondus (figure 8).
L’analyse de l’expression de l’ARNm de THBS2 équin suivant le modèle
linéaire à mesures répétées, avec le temps et le groupe comme facteurs intra-sujet,
indique un effet significatif du groupe tous temps confondus (p 0,00 1) et du temps
tous groupes confondus (p < 0,0001). L’effet du groupe variait d’un temps à l’autre
(p < 0,0001). Globalement, l’expression génique de THBS2 était supérieure dans les
plaies thoraciques par rapport aux plaies appendiculaires avec et sans bandage. En
comparant l’expression génique de THBS2 dans les plaies par rapport à la peau
normale pour un même groupe (soit thorax, membre non-bandé, ou membre bandé),
celle-ci est significativement plus élevée aux semaines un à quatre et six au thorax
(f igure 9). Dans les plaies sur le membre non-bandé, l’expression surpasse celle
présente dans la peau normale aux semaines un à quatre, tandis que dans les plaies
de membre bandé, ceci ne survient qu’à la deuxième et la sixième semaine. (Figure
-7,’
L)
9). Cependant. en comparant les trois groupes à un même temps. il ap
pert que
THBS2 soit fortement exprimé au thorax par rapport aux membres, bandés ou n
on,
aux semaines un à trois et six (Figure 9), tandis qu’elle est fortement exprimée d
ans
les plaies de membres non-bandés comparativement à celles localisées sur d
es
membres bandés aux semaines deux à quatre (Figure 9). Le cas inverse ne se prod
uit
qu’à la sixième semaine alors que l’expression aux membres non-bandés reto
urne à
la valeur pré-opératoire (Figure 9).
L’analyse de l’expression de l’ARNm de SPARC suivant le modèle linéaire à
mesures répétées, avec le temps et le groupe comme facteurs intra-sujet, indique un
effet presque significatif du groupe tous temps confondus (p 0,0$) et démontre un
effet significatif du temps tous groupes confondus (p < 0,0001). L’effet du grou
pe
variait d’un temps à l’autre (p = 0,00$). L’expression de l’ARNm de SPARC est
persistante dans les trois groupes puisqu’elle ne diminue pas au cours de l’étu
de.
L’analyse statistique soutient une sur-expression significative pendant toute la
période de guérison par rapport à la peau normale non-lésée, et ce pour tous
les
groupes (Figure 10). Lors d’une comparaison entre groupes à un temps don
né,
l’ARNm de SPARC est fortement exprimé dans les plaies thoraciques par rapport
aux plaies de membres bandés aux semaines trois et quatre, mais seulement à la
troisième semaine dans les plaies thoracique par rapport aux plaies de membres sans
bandage (Figure 10).
Finalement, l’analyse de l’expression de l’ARNm de LUM suivant le modèle
linéaire à mesures répétées, avec le temps et le groupe comme facteurs intra-sujet,
indique un effet significatif du groupe tous temps confondus (p 0,02) et du temps
tous groupes confondus (p <0,0001). L’effet du groupe variait marginaleme
nt d’un
temps à l’autre (p = 0,05). Sur toute la période, l’expression de l’ARNm de LUM
est
moins élevée dans les plaies de membre non-bandé que dans les plaies des deu
x
autres groupes. Globalement, l’expression génique de LUM est persistante dans
les
trois groupes. En effet, elle ne retrouve pas les valeurs basales de peau non-lés
ée à
l’intérieur de la période d’étude (Figure 11). L’analyse des trois groupes à un temp
s
donné démontre que LUM est fortement exprimé dans les plaies thoraciques et celles
affligeant les membres bandés par rapport à celles présentes sur des membres n
on-
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bandées aux semaines 1 et 6 (figure 11). De plus, 1’ARNm de LUM est plus
fortement exprimé dans les plaies thoraciques comparativement à celles des
membres non-bandées à la semaine 3, puis dans les plaies appendiculaires bandées






Figure $ Analyse de l’expression en ARNm de “glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase” (GAPDH) équin. L’analyse des réactions de polymérisation en
chaîne par transcription inverse (RT-PCR) a été réalisée en triplicat et tes droites
d’erreur indiquent l’écart-type entre les triplicats. L’abcisse de l’histogramme
représente la semaine où les échantillons ont été prélevés, tandis que l’ordonnée de
l’histogramme indique la densité de GAPDH équin. Les échantillons équins utilisés
proviennent du thorax (T), des membres non-bandés (M) et des membres bandés
(MB). Dans le haut de la figure, les fragments de GAPDH équin amplifiés par RI















Figure 9 Analyse de l’expression en ARNm de “thrombospondin 2” (THBS2) équin.
L’analyse des réactions de polymérisation en chaîne par transcription inverse (RT
PCR) a été réalisée en triplicat et les droites d’erreur indiquent l’écart-type entre les
triplicats. L’abcisse de l’histogramme représente la semaine où les échantillons ont
été prélevés, tandis que l’ordonnée de l’histogramme indique la densité de THBS2
équin qui a été normalisée avec les valeurs de “glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase” (GAPDH) équin. La lettre “a”, au-dessus des colonnes de
l’histogramme indique une différence significative du triplicat par rapport à la
semaine O du même groupe. La lettre “B”, au-dessus des colonnes de
l’histogramme, indique une différence significative du triplicat du groupe donné par
rapport aux membres non-bandés au même temps. La lettre “C”, au-dessus des
colonnes de l’histogramme, indique une différence significative du triplicat du
groupe donné par rapport aux membres bandés au même temps. Les échantillons
équins utilisés proviennent du thorax (T), des membres non-bandés (M) et des
membres bandés (MB). Dans le haut de la figure, les fragments de THBS2 équin
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Figure 10 Analyse de l’expression en ARNm de “Secreted Protein, Acidic and Rich
in
Cysteine” (SPARC) équÎn. L’analyse des réactions de polymérisation en chaîne
par transcription inverse (RT-PCR) a été réalisée en triplicat et les droites d’erreur
indiquent l’écart-type entre les triplicats. L’abcisse de l’histogramme représente la
semaine où les échantillons ont été prélevés, tandis que l’ordonnée de
l’histogramme indique la densité de SPARC équin qui a été normalisée avec les
valeurs de “glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase” (GAPDH) équin. La lettre
‘a’, au-dessus des colonnes de l’histogramme indique une différence significative
du triplicat par rapport à la semaine O du même groupe. La lettre “B”, au-dessus des
colonnes de l’histogramme, indique une différence significative du triplicat du
groupe donné par rapport aux membres non-bandés au même temps. La lettre “C’,
au-dessus des colonnes de l’histogramme, indique une différence significative du
triplicat du groupe donné par rapport aux membres bandés au même temps. Les
échantillons équins utilisés proviennent du thorax (T), des membres non-bandés
(M) et des membres bandés (MB). Dans le haut de la figure, tes fragments de
SPARC équin amplifiés par RT-PCR sont vis-à-vis leur groupe d’échantillon (T, M








Q.. a a a a
‘t . r ï ï Ï
Semaines
Figure 11 Analyse de l’expression en ARNm de lumican (LUM) équin. L’analyse des
réactions de polymérisation en chaîne par transcription inverse (RT-PCR) a été
réalisée en triplicat et les droites d’erreur indiquent l’écart-type entre les triplicats.
L’abcisse de l’histogramme représente la semaine où les échantillons ont été
prélevés, tandis que l’ordonnée de l’histogramme indique la densité de LUM équin
qui a été normalisée avec les valeurs de “glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase” (GAPDH) équin. La lettre ‘a”, au-dessus des colonnes de
l’histogramme indique une différence significative du triplicat par rapport à la
semaine O du même groupe. La lettre “B”, au-dessus des colonnes de
l’histogramme, indique une différence significative du triplicat du groupe donné par
rapport aux membres non-bandés au même temps. La lettre “C”, au-dessus des
colonnes de l’histogramme, indique une différence significative du triplicat du
groupe donné par rapport aux membres bandés au même temps. Les échantillons
équins utilisés proviennent du thorax (T), des membres non-bandés (M) et des
membres bandés (MB). Dans le haut de la figure, les fragments de LUM équin




Cette étude est pionnière puisqu’elle procure la caractérisation partielle et
complète de trois gènes contribuant à la guérison cutanée chez le cheval, soit
THBS2, SPARC et LUM. Elle a ainsi permi de constater une forte homologie entre
la séquence d’acides aminés de SPARC équin et celle des autres espèces. De plus.
elle a permi de discerner les tendances à la sous-expression de THBS2 dans les
plaies des membres bandés, simulant la cicatrisation pathologique, par rapport aux
plaies thoraciques, représentant la réparation normale. Cette étude révèle aussi une
persistance dans l’expression des transcrits de LUM et de SPARC au cours de la
réparation de la peau équine.
La fibroplasie excessive survenant lors de guérison cutanée chez le cheval
représente une forme de cicatrisation pathologique. C’est un problème fréquent et
qui requiert des soins onéreux. L’élucidation de la physiopathologie de cette
condition pourrait inspirer des approches thérapeutiques novatrices visant à prévenir
et/ou guérir la fibrose du derme chez le cheval, et éventuellement la
fibroprolifération d’autres organes chez diverses espèces animales. Pour ce faire, il
faut initialement mieux comprendre les mécanismes moléculaires contrôlant la
guérison cutanée normale. L’objectif à long terme de cette recherche est de
peaufiner notre connaissance du contrôle génique de la guérison chez le cheval et,
plus étroitement, d’établir la corrélation entre l’expression d’ARNm de diverses
molécules et l’expression spatio-temporelle de leurs protéines tissulaires.
La fibroplasie est le mécanisme par lequel les fibroblastes reconstituent le
tissu conjonctif lésé en synthétisant des nouveaux éléments de la MEC. Une fois que
la MEC est reconstruite, certains fibroblastes équipés de fibrilles d’actine, se mettent
en mode de contraction et contribuent à la fermeture de la plaie. Aussi, les MMP
modifient le contenu provisoire synthétisé par les fibroblastes, ce qui a pour effet
d’augmenter la force de la cicatrice lors de sa maturation durant les semaines et les
mois qui suivent. Autrement dit, plusieurs phases se chevauchent durant la guérison
de plaies. Les gènes de LUM, de THBS2 et de SPARC ont été choisis puisqu’ils
auraient des actions au cours de la phase proliférative ainsi que durant le
remodelage.
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La technique de Chornczynski et Sacchi (1987) procure d’excellentes
conditions pour extraire l’ARN difficile à obtenir en raison de la rigidité de la peau
de cheval, particularité qui complique en effet l’homogénéisation des molécules
biologiques sans les détruire. De plus, il faut inhiber les ribonucléases (RNase) pour
prévenir qu’ils ne dégradent l’ARN de l’échantillon, tout en évitant d’en rajouter
depuis l’environnement externe (salive, équipement non stérile, contact de la peau.
etc ...). Le kit SMART (BD Bioscience) a été choisi puisque la quantité d’ARN
extraite est très faible. En effet, cet ensemble permet d’amplifier le peu d’ARN total
résultant de l’extraction, tout en soutenant la transcription de long brin requise pour
les applications de “Northern” virtuel et de création de mini-génothèque d’ADNc. Le
‘Northern” virtuel utilise des échantillons l’ADNc plutôt que d’ARN total ou
méssager, un atout significatif en raison de la fragilité de cette dernière molécule vis-
à-vis des RNase. De plus, cette technique renseigne sur le poids moléculaire du
transcrit, ce qui facilite son isolement. La connaissance du poids moléculaire du
transcrit favorise de plus le clonage de 1’ADNc via la réplication des plasmides et
des bactéries dans une grandeur ciblée d’ADNc. La détection des clones se fait par
la couleur de la colonie puisque le transcrit infiltré dans le plasmide empêche
l’expression du peptide aLacZ.
La séquence de la partie codante d’ADNc de la THB$2 n’a pas été
complètement déduite. Le transcrit partiel de THBS2 équin correspond à 4613 pb
avec un cadre de lecture ouvert partiel de 2543 pb qui coderait pour une protéine
d’environ 846 acides aminés (figure 5). Il manquerait donc environ 1 kb du coté 5’
pour obtenir la partie codante complète. Il semblerait que plus nous nous approchons
de l’extrémité 5’ de la partie codante chez l’équin, plus la séquence d’acides
nucléiques serait concentrée en GC. D’ailleurs, au cours des manipulations, il
devenait extrêmement compliqué de trouver une région propice à ce qu’un
oligonucléotide puisse poursuivre le séquençage, dû à cette forte présence de GC.
L’utilisation de la technique d’amplification rapide des extrémités 5’ de l’ADNc (5’
RACE) pourrait possiblement remédier à cet obstacle. En revanche, la
caractérisation de l’ARNm de LUM et de SPARC est complète. L’ADNc de LUM
équin est constitué de 1799 pb dont 72 pb sont dans la région 5’ non-codante, il
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possède un cadre de lecture ouvert de 1023 pb qui coderait pour une protéine
d’environ 341 acides aminés (figure 7) et il possède une identité élévée par rapport à
la séquence d’acides aminés des autres espèces (Tableau VI). Pour sa part, l’ADNc
de SPARC équin correspond à 2148 pb dont 35 pb en 5’ non-codant, et possède un
cadi-e de lecture ouvert de 914 pb qui coderait pour une protéine d’environ 303
acides aminés (figure 6). 11 présente une identité élevée avec la séquence d’acides
aminés des autres espèces (Tableau V). L’analyse des résultats de l’expression
temporelle de l’ARNm de THBS2 se fait plus aisément sur deux temps soit la
phase précoce (jusqu’à la troisième semaine) puis la phase tardive (semaines quatre
à six) de la guérison. Une inhibition de l’angiogénèse représente vraisemblablement
le rôle prépondérant de THBS2 (Streit et aÏ., 1999). En effet, une étude menée sur
des souris THB$2’ suggère qu’il existe une association entre une absence d
e
THBS2 et un accroissement de l’angiogénêse durant les phases précoces de la
guérison (Kyriakides et al., I 999b). Les résultats de notre étude corrèlent bien avec
cette conclusion puisque les plaies appendiculaires chez le cheval, qui affichaient un
taux niveau d’expression d’ARNm de THBS2 aux semaines un à trois
comparativement aux plaies du tronc (figure 9), démontrent un plus grand nombre
de vaisseaux sanguins et plus de tissu de granulation durant la phase proliférati
ve,
par rapport à leur pendant thoracique (Lepault et al., 2005). Selon ces dern
iers
auteurs, un processus apoptotique modifié pourraient expliquer la formatio
n
excessive de tissu de granulation dans les plaies appendiculaires chez le cheval. À
cet effet, il est intéressant de noter que la capacité de THBS2 à promouvoir la
régression vasculaire semble reposer sur une induction de l’apoptose des cellules
endothéliales dans les plaies en guérison (Jimenez et al., 2000; Noh et al., 2003). À
cet effet, un taux inférieur de THBS2 dans les plaies du membre pourrait être li
é au
défaut de régression des vaisseaux sanguins à cet endroit. Cependant, le modèle
expérimental de la présente étude ne permet pas de conclure à un effet causal de
THBS2. Il est possible que sa faible expression dans les plaies du membre ne soi
t
que la manifestation d’une angiogénèse accrue à cet emplacement.
THBS2, sécrété principalement par le fibroblaste de la plaie, se lie à la forme
latente du TGFB1, inhibant ainsi son activation par THBS1 ($chultz-Cherry et aL,
s’
1995). Le maintien d’une faible expression relative de THBS2. que nous avons
mesurée dans les plaies appendiculaires jusqu’à six semaines suivant l’injure (figure
9), présage une persistance de la concentration de IGfBI à cet emplacement, ce qui
a été confirmé par Theoret et cou. (2001).
Les fibroblastes dermiques de souris THBS2’ souffrent d’un défaut
d’adhésion et de migration sur de nombreuses protéines de la MEC, possiblernent en
raison d’une séquestration de la MMP-2 par la THBS2 (Yang et aÏ., 2000). Ce
défaut d’adhésion semble provoquer une inaptitude, de la part des fibroblastes
dermiques, à contracter des gels de collagène (Kyriakides et al., 1999a). Or, il a
récemment été démontré par Wilmink et cou. (1999a) que les plaies appendiculaires
chez le cheval souffrent d’une mauvaise contraction par rapport aux plaies du tronc.
Il est donc tentant de proposer une relation entre les faibles taux d’expression
d’ARNm de THBS2 retrouvés dans les plaies du membre durant la phase tardive de
la guérison (notamment aux membres bandés de la quatrième semaine) et la piètre
contraction les caractérisant (figure 9). À l’opposé, l’amplification de l’expression
notée à quatre semaines dans les plaies thoraciques pourrait signaler l’excellente
contraction de plaie survenant à cet endroit (figure 9).
Un phénomène qui demeure difficile à expliquer est la différence
significative dans l’expression de THB$2 entre les plaies des membres non-bandés
et celles retrouvées sous un bandage, à six semaines (figure 9). En effet, nous nous
serions attendus à ce que le taux d’expression soit supérieur pour les plaies non-
bandées qui guérissent mieux que celles sous bandage (Lepault et aÏ., 2005). Ceci
pourrait refléter la réalité ou être lié à la technique de lecture utilisée. Nous tentons à
présent de vérifier ces données à l’aide d’études à caractère protéique.
SPARC n’est pas constitutivement exprimée puisqu’en tant que protéine
matricielle elle est présente exclusivement dans les tissus subissant un remodelage
(Brekken et Sage, 2001). L’expression génique temporelle mesurée par cette étude
montre en effet une quasi-absence de l’ARNm pour SPARC dans la peau non-lésée,
que ce soit aux thorax ou aux membres (figure 10).
Il a été assigné à SPARC un rôle ‘d’organisateur de la matrice” lors de la
guérison vue que la protéine se lie à certaines composantes de la MEC, en particulier
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le collagène (Brekken et Sage. 2001). Ainsi, SPARC favorise
la production d’une
MEC plus permissive à la migration, la prolifération et la différ
entiation, en outre.
des cellules inflammatoires (Goldblum et al., 1994; Brekken
et al., 2003). Cette
action de la protéine ne concorde pas entièrement avec nos résultats
puisque selon la
littérature, qui démontre une réponse inflammatoire inadéqua
te dans les plaies
appendiculaires du cheval (Wilrnink et aï., 1999b; Wilmink et a
l., 2003), if serait
attendu que l’expression de SPARC soit supérieure dans les p
laies thoraciques en
phase aigu. Or, ceci n’est survenu qu’à la troisième et qua
trième semaines de
guérison (figure 10). La cinétique différentielle à ce moment
qui correspond à la
phase proliférative de la guérison, pourrait cependant ex
pliquer les retards
d’épithélialisation et de contraction dont souffrent les plaies si
tuées aux membres
chez le cheval (Jacobs et aï., 1984; Theoret et al.; 2002; Wilmin
k et al.; 1999a). En
soutien à cette hypothèse, Basu et coil. (2001) ont montré un
délai de fermeture
d’une grande plaie chez des souris SPARC’ (Basu et al., 20
01). Malgré que ce
retard fut attribué à un défaut de migration des fibroblastes plut
ôt qu’à un défaut de
contraction ou d’épithélialisation, il est tout à fait plausible qu
e le rôle de SPARC
dans la prolifération cellulaire dépende du type et de l’environnem
ent cellulaire, tel
que suggéré par Basu et cou. (2001).
Par ailleurs, on attribue à SPARC le rôle de modulateur de
l’activité
cytokinique. SPARC, en se liant à certains facteurs de croissance
dont le fGF2, le
PDGF et le VEGf supprimerait leur potentiel mitogène (B
rekken et Sage, 2001).
Cette capacité pourrait expliquer comment la moindre présence
de SPARC dans les
plaies de membre peut favoriser l’angiogénèse et la fibroplasie
à cet endroit. Or, une
étude récente suggère que SPARC possède la capacité de stimu
ler la signalisation de
TGfB par l’entremise de la voie dépendante du Smad2/3 (Schie
mann et aÏ., 2003).
Une forte expression de SPARC a d’ailleurs été signalée lors
de divers désordres
fibrotiques incluant la fibrose pulmonaire, la fibrose interstitielle
du rein, la cirrhose
hépatique, ainsi que le scléroderme/sclérose systémique (Kuhn
et Mason, 1995;
Pichier et al., 1996; frizell et aÏ., 1995; Dhore et al., 2001; Zh
ou et cii., 2002). En
corollaire, il serait attendu une expression supérieure de SPAR
C dans les plaies
o-,
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appendiculaires, en particulier celles souffrant de fibroplasie excessive, qui, de
surcroît expriment davantage de TGfB1 (Theoret et al., 2001).
En conclusion, l’effet de SPARC et de THBS2 sur la guérison des plaies
semble complexe puisque plus d’un rôle peut être assigné à ces protéines.
Notamment, SPARC favoriserait la migration cellulaire mais contrôlerait de plus
L’activité cytokinique, tandis que THBS2 aurait un rôle anti-angiogénique ainsi
qu’un effet sur l’activité des MMP et possiblement sur celle de TGFB1. Ce fait
complique l’interprétation de leur expression génique et pourrait expliquer le patron
inattendu retrouvé dans les plaies appendiculaires. Des analyses
immunohistochimiques sont présentement en cours afin de préciser la localisation de
chaque protéine lors des différentes étapes de guérison dans l’espoir de mieux
définir leur action.
Nous avons trouvé un effet significatif du temps, tous groupes confondus, en
ce qui concerne l’expression génique de LUM (figure 11). Boykiw et coll. (1998)
ont rapporté un accroissement des concentrations d’ARNm de LUM à trois, six et
quatorze semaines de guérison ligamentaire chez le lapin. Ces augmentations étaient
significatives à trois et six semaines comparativement à des tissus non-lésés, mais
plus à 14 semaines. Bien que notre étude ait été de plus courte durée, nos résultats
concordent parfaitement avec ceux décrits par Boykiw. De plus, LUM est non
seulement exprimé dans la majorité des tissus en raison de son interaction avec le
collagène, mais il aurait une influence lors des trois phases de guérison, soit: la
phase inflammatoire (Vii et al., 2005), proliférative (Saika et al., 2002) et de
remodelage (Yeh et aÏ., 2005).
Nos résultats affichent de plus un effet significatif du groupe, l’expression de
l’ARNm de LUM étant moins élevée dans le groupe des membres non-bandés que
dans les deux autres, sur toute la période (figure Il). LUM favoriserait l’adhésion
et/ou la migration cellulaires par l’entremise d’interactions avec les récepteurs
d’intégrines, notamment localisés aux macrophages et aux neutrophiles, lors de la
réponse inflammatoire. En effet, Vij et coil. (2005) pensent qu’une absence de LUM
serait responsable du recrutement monocytaire déficient ainsi que du manque
d’induction de cytokines pro-inflammatoires notés chez les souris LUM’. De plus,
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LUM augmenterait la prolifération cellulaire (Saika et aï., 2002; Yeh et aÏ., 2005),
favorisant par le fait même la fibroplasie, l’angiogénèse et l’épithélialisation. Il est
donc aisé d’interpréter la cinétique d’expression génique de LUM dans les plaies
thoraciques par rapport aux plaies du membre non-bandé à la première semaine
(phase inflammatoire) ainsi qu’à la troisième semaine (phase proliférative) (figure
11). Cependant, le profil de l’expression génique dans les plaies de membre bandé
est difficilement explicable car on s’attendait à ce qu’il ressemble davantage à celui
exhibé par les plaies de membre non-bandé. Il est possible que l’expression plus
grande notée à la quatrième et à la sixième semaines dans les plaies bandées (figure
Il) corrèle avec l’inflammation chronique et la présence excessive de tissu de
granulation à cet endroit par rapport à ce qui survient dans les plaies appendiculaires
non-bandées (Lepault et al., 2005). Toutefois, cette différence devrait être encore
plus significative aux plaies thoraciques chez qui l’inflammation est résolue à la
sixième semaine et qui ne démontrent quasi jamais de bouton de chair. Il serait
certainement intéressant de mesurer l’expression génique au-delà de la sixième
semaine puisque la guérison aux membres n’est pas tout à fait complète à ce temps.
En effet, des échantillons de bord de plaie furent prélevés jusqu’à la sixième semaine
suivant leur création, prétextant que la guérison serait terminée une fois la plaie
complètement épithélialisée. Par contre, Lepault et coll. (2005) ont remarqué qu’à la
sixième semaine, l’inflammation n’est complètement résolue que dans les plaies
thoraciques. De plus, l’angiogénèse persiste dans les trois groupes à ce temps,
indiquant que malgré une apparence macroscopiquement normale, le processus de
guérison demeure inachevé.
Au cours de ce projet, les gènes séquencés et les séquences d’acides aminés
démontrent des différences significatives ou non par rapport aux autres espèces. Il
serait ainsi intéressant de vérifier si ces différences ont une importance du point de
vue biologique. Par exemple, il est intéressant de noter que malgré l’absence d’exons
de SPARC chez C. elegans par rapport au SPARC des mammifères, aucun
changement aux fonctions biologiques n’est rapporté (Schwarzbauer et al., 1994;
Maurer et al., 1997).
25
5 Conclusion
La caractérisation de 1’ADNc complet a été déterminée pour SPARC et LUM
équin, tandis qu’elle demeure partielle pour THBS2 puisque le séquençage de la
partie codante du gène en extrémité 5’est concentrée en G et C, compliquant la
caractérisation. À cet effet, l’utilisation d’une technique tel que le 5’RACE
permettrait possiblement de finaliser la caractérisation de l’extrémité 5’ de l’ADNc
deTHBS2.
L’analyse de l’expression temporelle des trois gènes a été effectuée pour les
ARNm correspondant. Il a permis de constater que ces gènes ont des patrons
d’expression leur étant spécifique. Des recherches sur l’expression protéique sont
présentement en cours dans le but de corroborer et expliciter nos données géniques.
Cependant, la présence d’inflammation et d’angiogénèse persistant à la fin de l’étude
démontre qu’il faudrait prolonger la période d’observation afin de s’assurer que le
processus de guérison soit terminé.
Le but ultime auquel contribue cette étude est de développer une statégie
thérapeutique cellulaire ou moléculaire pouvant prévenir ou traiter la cicatrisation
pathologique chez le cheval.
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